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N. F. GAMALEIA 


(1859-1949) 


Le 29 mars 1949 s’est éteint & Moscou Nicolas Fedorovitch 
Gamaleia, qui appartint a la phalange héroique des premiers 
éléves et collaborateurs de Pasteur. 

Gamaleia était né a Odessa le 17 février 1859. Il fit ses études 
de médecine a l'Université de cette ville, puis entra a 1’Institul 
bactériologique d’Odessa que dirigeait alors Metchnikoff. Lors- 
qu’en 1885 la Société médicale d’Odessa décida d’envoyer a Paris 
un de ses représentants pour s’initier au traitement antirabique, 
ce fut Gamaleia que |’on désigna et qui vint faire un stage 4 
Ecole Normale ot! Pasteur travaillait encore. Dés 1886, Gama- 
leia ouvrait & Odessa, au 10 de la rue Kanatnaya, la premiére 
consultation antirabique qui ait existé hors de France. 

D’emblée, Gamaleia confirma par ses résultats les travaux de 
Pasteur dont il devint lun des plus ardents défenseurs ; et 
lorsqu’a Paris se déclenchérent a l’Académie de Médecine les 
controverses mémorables que les premiers échecs du traitement 
permirent aux détracteurs de Pasteur de soulever contre lui, 
Gamaleia revint 4 Paris pour apporter le témoignage décisif de 
son expérience personnelle et de ses statistiques. 

Gamaleia passa cing ans auprés de Pasteur lors de ce second 
séjour. En effet, il n’entendait pas se limiter 4 des recherches sur 
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la rage. Esprit curieux et toujours soucieux d’applications pra- 
liques de la science, Gamaleia voulait appliquer a la lutte contre 
toutes les maladies infectieuses les acquisitions de Ja microbio- 
logie et les travaux de Pasteur. C’est au choléra qu’il s’attaque 
@abord. Il découvre dans le sang et le contenu intestinal des 
poules le vibrion qu'il nomme Vibrio metchnikovi, en Vhonneur 
de son maitre. Puis il prépare un vaccin anti-cholérique et |’essaic 
sur lui et sur sa femme. II étudie les conditions épidémiologiques 
et sociales qui déterminent l’extension du choléra épidémique a 
partir du grand foyer indien, et pose les régles de la prophylaxie 
reposant sur les réformes sanitaires. En 1890 il publie son livre 
eélébre sur « Le Choléra et la lutte contre cette maladie », et en 
1892 il passe brillamment sur le méme sujet une these de doctorat 
i Saint-Petersbourg. 

De la, Gamaleia se consacre a ]’étude de la peste et se fait en 
Ikussie l’introducteur et le champion de la dératisation en tant 
que moyen d’action pratique contre la transmission de la peste 
humaine. En 1902 et 1904, il étudie la propagation de ce fléau et 
la Jutte contre les épidémies dans le sud de la Russie et en Trans- 
caucasie. De méme, lorsqu’en Tunisie Nicolle eut montré que 
le typhus exanthématique était transmis par les poux, Gamaleta 
répand en Russie les idées de la désinsectisation et de la prophy- 
laxie du typhus exanthématique par la lutte antiparasitaire. 

Puis c’est a la variole qu’il s’attaque. De 1910 4 1929 il dirige 
a Leningrad l'Institut Jenner de Vaccination contre la variole. 
C’est A la suite de son rapport, en 1917, que la vaccination anti- 
variolique est déclarée obligatoire en Russie. 

Pendant et aprés la révolution d’octobre, Gamaleia est chargé 
d’organiser l’approvisionnement de |’Armée Rouge en vaccin, 
et grace a lui une épidémie de variole, alors menagante, pul étre 
évitée. 

Au cours de ces derni¢res années, Gamaleia poursuivant la 
lutte contre les maladies infectieuses, s’est consacré au probléme 
théorique de l’infection et de immunisation dans la grippe et 
dans la tuberculose. En 1932, il propose une méthode originale 
de prévention de la grippe au moyen d’applications de mousse 
de savon sur la muqueuse du nez. Lors de l’attaque nazie sur la 
Russie et de Vavance allemande, Gamaleia quitta Moscou pour 
se transporter en Sibérie occidentale, 4 Borovoé. Malgré la guerre, 
malgré le déplacement, malgré son age, Gamaleia n’interrompit 
pas son activité intense. C’est a la lutte antituberculeuse qu’il 
occupa ses travaux et ses écrits depuis ce moment. A quatre-vingt- 
cing ans passés, Gamaleia continuait encore a travailler et a 
écrire, car son ceuvre écrite est considérable. I] a publié une 
masse imposante de travaux sur les différentes maladies infec- 
lieuses qui firent l’objet de ses recherches. On lui doit encore des 
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manuels de microbiologie pour les Ecoles de Médecine, et en 
1939 une partie de ses mémoires, publiés sous le titre : « Deux 
fragments des mémoires d’un microbiologiste, la rage et le 
choléra », livre qui contient des souvenirs intéressants sur l’aube 
de la microbiologie. 

En méme temps que savant passionné de recherches, Gamaleia 
n’a cessé d’étre un organisateur et un directeur. A ce titre, il a 
joué un role considérable comme conseiller ou comme organi- 
sateur d’Instituts scientifiques. En 1935, il a créé, a |’Institut de 
Médecine Vétérinaire expérimentale de 1’?U.R.S.S., une section 
spéciale pour l’étude des virus filtrables. A partir. de 1938, 1 
dirigea la chaire de Microbiologie du deuxiéme Institut de Méde- 
cine 4 Moscou. En 1939, il organise le laboratoire de l’évolutioa 
des microbes prés de ]’Académie des Sciences de |’U.R.S.S., le 
laboratoire de |’Immunisation contre la Tuberculose a 1|’Institul 
de Médecine expérimentale a Moscou. 

Gamaleia était Président de la Société des Microbiologistes et 
des Epidémiologistes de ’U.R.S.S. Ses mérites lui ont valu les 
plus hauts honneurs dans son pays natal. I] était honoré du titre 
de « Travailleur émérite de la science », membre d’honneur de 
VAcadémie des Sciences de |U. R. S.S., décoré de )’Ordre de 
Lénine et titulaire, depuis 1942, d’un Prix Staline pour ses travaux 
poursuivis pendant soixante ans selon les plus pures traditions 
pasteuriennes. 

La célébration du 80° anniversaire de Gamaleia avait donné lieu 
en Russie & une imposante manifestation. L’age n’avait pas 
arrété les travaux du savant qui continuait a diriger ses éléves et 
a se tenir au courant de la littérature mondiale. 

Avec Gamaleia disparait non seulement un grand savant, un 
des fondateurs et des vétérans de la microbiologie en Russie, 
mais le dernier survivant, et l’un des plus illustres, de l’épopée 
pasteurienne. 
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VACCINATION CONTRE LA MALADIE DE NEWCASTLE 
EN TUNISIE 


par G. CORDIER, J. CLAVIERAS et A. OUNAIS. 


Les premiers essais d’immunisation contre la Maladie de 
Newcastle en Tunisie (1) ont été conduits & Vaide de vaccins 
lués, le matériel virulent étant représenté par des pulpes de rates 
de volailles pesteuses dont le virus, selon le vaccin a obtenir, 
était soit adsorbé par le Carbone puis formolé, soit enrobé en 
excipient gras aprés avoir préalablement subi l’action du formol 
pendant quarante-huit heures. 

La mise au point du procédé de culture du virus en embryons 
de poulets constituait un avantage pratique immédiat, celui de 
pouvoir produire réguliérement et a volonté un virus de titre 
connu appelé a remplacer le virus rate. 

Ce sont les résultats d’essais comparalifs d’immunisation A 

l'aide de différents vaccins réalisés avee du virus de culture que 
nous rapportons ici. 


SoURCE DE virus. — Le virus d'origine tunisienne, isolé d’une 
rate de volaille pesteuse, est cullivé sur embryons de onze jours 
pendant un temps qui n’excéde jamais quarante-huit heures. La 
souche réservée aux ensemencements est le résultat du mélange 
des liquides amnio-allantoidiens de chaque récolte, mélange 
dont le pouvoir hémo-agglutinant est titré réguliérement, tandis 
que le titre du pouvoir infectieux pour la volaille adulte est 
recherché seulement a intervalles plus ou moins périodiques. 

Le virus qui a servi aux essais dont il sera fait mention, isolé 
en septembre 1948, a subi 82 passages depuis janvier, sans que 
ses propriétés alent varié sensiblement ; son pouvoir hémoag- 
elutinant s’est maintenu dans les limites 
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sa virulence pour loiseau s'est réguliérement manifestée a la 
dose de 1/20 de centimetre cube pour des dilutions a 1x%10—° 
de concentration de départ au 1/6. 


(1) Corpvier (G.), Cravirrnas (J.) et Ounars (A.). Essais d’immunisa- 
tion contre la peste aviaire. C. R. Acad. Sci., 1948, 226, 1050. 
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Le matériel virulent qui entre dans la préparation du vaccin 
est représenté par le reliquat des liquides amnio-allantoidiens, 
par l’embryon et ses enveloppes, l’albumine exceptée. Le vitellus 
primitivement écarté de la préparation y est maintenant intégré, 
aprés des essais d’infectiosité satisfaisants. 

Le matériel virulent soumis a l’action du broyeur Latapie est 
réduit en une pulpe reprise par l’eau distillée dans des propor- 
tions définies et filtré sur fine mousseline. 

Lorsqu’il s’agit de faire des réserves de virus la pulpe non 
diluée est stockée et congelée 4 —25°. 


PROCEDES “VACCINAUX. 


1° Virus avsorsiés. — a) Par le carbone ; b) par l’alumine. 

Le carbone n° 200 suractivé Prolana est ajouté a raison de 
2 p. 100 a la pulpe diluée au 1/6. 

L’hydrate d’alumine, répondant 4 la formule de Wilstatter, 
est ajoutée a volume égal 4 la pulpe diluée au 1/3. Les prépa- 
rations ainsi réalisées sont agitées pendant une heure, ensuite 
formolées 4 4 p. 1.000, agitées & nouveau pendant une heure et 
laissées 4 28° pendant deux jours. Ce délai écoulé, l’on procéde 
a lépreuve bactériologique afin de contréler la stérilité du milieu. 

Les vaccins sont alors terminés et enfermés en glaciére 4 + 4°. 


2° VIRUS EMULSIONNE EN MILIEU GRAS. — La pulpe au 1/6 est 
maintenue quarante-huit heures & 28° sous l’effet du formo] a 
4 p. 1.000, puis incorporée aprés vérification de sa stérilité a un 
méme poids de Lanoline stérilisée, ramollie au bain-marie. 

L’émulsion est réalisée grace 4 un agitateur électrique a palettes 
qui, en quelques minutes, fournit une creme d’apparence homo- 
eéne. Le mélange est complété toujours sous Vaction de lagi- 
tateur, dans les mémes conditions d’asepsie, avec un volume 
d’une huile de vaseline trés fluide dont le poids est égal a trois 
fois celui de la Lanoline ; cing 4 six minutes de brassage suffisent 
pour achever le vaccin qui est porté & + 4° jusqu’a son ulilisa- 
tion, 

‘TECHNIQUE DE VACCINATION. 


Quel que soit le procédé appliqué, la vaccination s’effectuait 
en deux temps a quinze jours d’intervalle (2), 4 raison, chaque 
fois, d’une injection intramusculaire de 1 cm* dans le cas 
des vaccins adsorbés, de 5 em* lorsqu’il s’agissait de vaccin 
eras. Ces doses étaient réduites de moitié chez des volailles de 


moins de trois mois. 


(2) Actuellement Jlintervalle entre les deux vaccinations a &té 
vamené 4 huit-dix jours. 
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Les opérations n’étaient suivies d’aucun signe clinique appa- 
rent. 


ConTROLE DE UL’ IMMUNITE. 


_ Des volailles nées en couveuse a I’Institut Arloing et tenues 
isolées de toute contagion (les sujets pris parmi elles comme 
témoins périodiquement ont prouvé qu’il s’agissait bien d’ani- 
maux sensibles) ont été groupées en plusieurs lots, respective- 
ment soumis a la vaccination par les procédés ci-dessus décrits. 

A différents intervalles, l’on choisissait dans chaque lot vac- 
ciné quelques sujets afin d’éprouver leur résistance A la maladie. 


NATURE DE L’EPREUVE. 


1° EPREUVE PAR COHABITATION AVEC DES VOLAILLES PESTEUSES. -— 
Lots éprouvés : un mois, trois mois, quatre mois et cing mois et 
demi aprés la deuxiéme vaccination. 

Les individus vaccinés étaient transportés en milieu contaminé 
au contact de malades, les uns infectés expérimentalement, les 
autres choisis parmi les animaux pesteux présentés a la consul- 
tation. I] était d’usage courant de préciser le diagnostic pour ces 
derniers sujets par la réaction sérologique d’inhibition. En outre, 
chaque lot éprouvé comportait au moins deux témoins. 


2° EPREUVE PAR INOCULATION VIRULENTE. — a) Injection tintra- 
musculaire de virus. — Lots éprouvés : quatre mois et cing mois 
et demi apres la deuxiéme vaccination. 

Parmi les volailles choisies aprés quatre mois, 6 provenaient 
directement du compartiment des vaccinés, 15 autres avaient res- 
pectivement séjourné, sans dommage, quatre et cinq semaines 
en milieu infecté, 9 d’entre elles trois mois aprés la deuxiéme 
vaccination, 6 autres quatre mois aprés la deuxiéme vaccination. 
L’épreuve réalisée aprés cing mois et demi et qui s’adressait i 
6 volailles maintenues isolées de tout contact pesteux consistait 
en une inoculation dans les muscles pectoraux de 1/10 de centi- 
métre cube d’une dilution a4 1 x 10—° du virus vaccinal. 

b) Injection intra-dermique de virus. — Lot éprouvé : trois 
mois aprés la deuxiéme vaccination, la moitié des sujets ayant 
été vaccinés a l’aide d’une demi-dose de vaccin (1/2 cm* au lieu 
de 1 cm'). 

R&SULTATS. 


Les résultats réunis dans le tableau annexé sont favorables a 
la vaccination, quels que soient le lot considéré et la nature 
de l’épreuve. 

Si, pour des raisons d’utilisation pratique, nous donnons !a 
préférence au vaccin aluminé, parce que plus facile a injecter 
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que les deux autres et moins marquant que le carbone, il ne 
ressort pas moins de nos essais que ceux-ci sont doués d’un 
pouvoir d’immunisation au moins égal a celui du vaccin aluminé. 

D’autre part, des recherches consacrées A la détermination du 
pouvoir inhibant du sérum de volailles appartenant a ces dif- 
férents lots nous ont également prouvé l’exactitude des conclu- 
sions déduites de ces épreuves et ont renforcé ]’opinion que nous 
avons de la valeur du vaccin en excipient gras. 


CONCLUSIONS. 


Le virus de la maladie de Newcastle isolé en Tunisie a permis 
de réaliser trois formules de vaccins par virus adsorbés (carbone- 
alumine) et par virus en excipient gras, formolé, qui, sur les 
bases de deux injections 4 quinze jours d’intervalle, ont efficace- 
ment protégé les oiseaux de basse-cour. 

Cing mois et demi aprés la deuxiéme vaccination, |’immunité 
apparaissait aussi solide qu’aprés les premiéres semaines. 

La demi-dose (1/2 cm* au lieu de 1) a paru suffisante pour 
protéger les oiseaux au moins encore apres trois mois. 


SUR L’EFFICACITE DE L'IMMUNISATION PREVENTIVE 
CONTRE LA COQUELUCHE 


par J. A. pe LOUREIRO. 


(Faculté de Médecine de Lisbonne.) 


Lorsqu’un probléme biologique devient l’objet d’une contro- 
verse touffue, ol des opinions opposées s’affrontent, appuyées 
les unes et les autres par des observations sérieuses et bien fon- 
dées, il n’est guére utile d’ajouter encore au désarroi, en amenant 
a Pun ou l'autre parti une expérience de plus, si celle-ci ne four- 
nit pas du méme coup une clef pour |’interprétation des contra- 
dictions antérieures. 

Telle me semble en ce moment la position du probléme de 
immunisation artificielle contre la coqueluche. I] régne, en effet, 
dans les nombreux travaux qui ont été consacrés a étude de la 
prévention de la maladie humaine, une contradiction si formelle, 
qu’il serait aussi illogique de l’attribuer au hasard, qu’a |’incom- 
pétence des auteurs, celle-ci étant démentie par la qualité méme 
des textes qui exposent leurs observations. 

Devant un tel état de choses il n’est guére utile de présenter 
une fois de plus l’ensemble de la question, d’autant plus que des 
exposés trés complets ont été publiés récemment par [Lapin (1943), 
Violle (1947) et Tournier (1948), ce dernier texte ayant en parti- 
culier le mérite d’étre rédigé avec beaucoup de sens critique. 


I. — Erupes PAR LA METHODE EPIDEMIOLOGIOQUE. 


A priori immunisation contre Ja coqueluche devrait étre pos- 
sible. C’est une maladie due a un germe antigéniquement homo- 
géne et qui laisse une immunité durable. = 

Parmi les travaux qui semblent confirmer cette supposition, 
il faut citer en premier chef ceux de L. W. Sauer (1946), qui 
pousse l’optimisme au point d’affirmer que la coqueluche a pra- 
tiquement disparu de la ville d’Evanstown, Illinois, ou son vaccin 
a été largement appliqué a la population infantile. 

Beaucoup d’autres auteurs américains et canadiens rapportent 
également des résultats favorables, bien que d’un optimisme un 
peu plus nuancé. Parmi ces études il faut distinguer celles de 
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Bell (1941), de Kendrick (1942) et de Sako (1947), non seulement 
parce qu’elles portent sur des séries assez considérables, mais 
parce que dans chacune d’elles il y a eu un évident souci de 
donner 4 la démonstration une base statistique valable. 

Par contre, Siegel et Goldberger (1936), Doull et coll. (1939), 
et surtout McFarland, Topley et Fisher (1945) ont obtenu des 
résultats rigoureusement négatifs et il faut reconnaitre que ¢’est 
précisément dans ces travaux que les exigences de la méthode 
statistique ont été plus strictement observées. 

Ce dernier travail mérite que nous nous y arrétions, car il a 
été exécuté avec le soin qui caractérise les études systématiques 
entreprises sous les auspices du Medical Research Council. Il ne 
représente d’ailleurs qu’un premier rapport sur les résultats d’une 
étude qui est toujours en cours et dans laquelle les précautions 
les plus rigoureuses sont prises pour assurer l’homogénéité des 
groupes vaccinés et témoins. Les sujets comprennent, d’une part 
des enfants vivant en régime d’internat, d’autre part des enfants 
vivant dans leurs familles. Dans ce dernier cas on explique exac- 
tement aux méres quel est le but de l’étude et leur accord est 
obtenu pour la répartition des enfants en vaccinés et témoins, Les 
premiers recoivent des injections de vaccin anti-coquelucheux, les 
autres un mélange anti-catarrhal non spécifique. 

L’étude de McFarland et coll. (1945) a été conduite dans la 
population infantile de la ville d’Oxford et deux vaccins préparés 
en Angleterre ont été employés. L’un était stérilisé par le phénol, 
l'autre par le merthiolate. A part un séjour d’une semaine a la 
glaciére de la suspension des organismes en présence d’eau dis- 
tillée additionnée d’antiseptique, rien ne permet de supposer 
qu'il y ait eu des erreurs techniques dans la préparation du 
vaccin. Le dosage était non seulement suffisant mais méme exces- 
sif, car l’immunisation a causé de trés violentes réactions, surtout 
dans la série des vaccins au merthiolate. Malgré cela, l’échec a 
été total, puisque les enfants vaccinés ont été attaqués au méme 
taux que les témoins et qu’il n’y a méme pas eu une atténuation 
sensible de la gravité des symptomes chez les premiers. 

La conclusion de ces auteurs est naturellement négative, mais 
le fait méme que la recherche n’ait pas été aussitot arrétée 
montre que le Medical Research Council n’a pas jugé qu’un tel 
verdict pourrait constituer 4 lui seul une réfutation définitive des 
résultats beaucoup plus optimistes rapportés ailleurs. 

Aucun nouveau rapport n’a été publié par le groupe britan- 
nique, mais une bréve référence de Parish (1949) montre que des 
résultats également défavorables ont été obtenus avec un vaccin 
d'origine américaine préparé d’aprés la technique de Sauer. 

Plus récemment, le professeur G. S. Wilson m’a communiqué 
verbalement que l’étude du Medical Research Council a marqué 
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un nouveau pas, en ce sens qu'elle a désormais établi que certains 
vaccins peuvent conférer une protection substantielle, alors que 
d’autres, bien qu’apparemment corrects, ne protégent pas. Des 
observations analogues auraient été faites en Amérique. 

On peut done désormais tabler sur le fait que des résultats 
favorables et des résultats défavorables existent réellement, cet 
que les premiers ne sont pas dus uniquement, comme on aurait 
pu un moment le supposer, a la naiveté des auteurs qui les ont 
rapportés. 

Or, si les résultats sont dissemblables, il s’ensuit que quelque 
différence doit exister, soit dans la qualité des vaccins qui ont été 
employés, soit dans la technique adoptée pour leur administra- 
tion. Trouver le substratum de cette différence, voila notre 
probléme. 

De sa solution dépend peut-étre la compréhension du méca- 
nisme de l’immunité naturelle contre la coqueluche et, du méme 
coup, lexplication des ahurissantes contradictions entre les 
auteurs qui ont étudié l’immunisation artificielle contre cette 
maladie. 

La différence que nous recherchons pourrait étre purement 
quantitative. Une dose insuffisante de vaccin, ou un échelon- 
nement inadéquat des doses partielles, pourrait étre a la base 
des résultats défavorables. En fait, Bell (1941) a vérifié que deux 
injections de vaccin précipité a l’alun semblent immuniser mieux 
qu’une seule. D’autre part, la tendance qui se manifeste chez les 
auteurs américains d’employer des doses chaque fois plus fortes, 
jusqu’au total énorme de 140 milliards d’organismes (Daughtry, 
Danemark, 1942), montre que ce facteur quantitatif a mérité 
considération. 

Cependant le fait que dans ]’étude de McFarland et coll. (1945) 
on ait employé des doses encore plus fortes que celles-ci (puis- 
qu’il s’est trouvé qu’a teneur nominale en milliards égale, les 
vaceins anglais présentent une opacité environ trois fois plus forte 
que celle des vaccins américains) montre qu’il ne s’agit pas de 
quantité pure. Si une différence existe, elle ne peut étre que quali- 
tative. 

Or, étant donné la difficulté et la lenteur des essais contrélés 
d’immunisation chez l’enfant, on peut se demander s’il n’y aurait 
pas moyen d’arriver 4 une conclusion par des procédés plus 
rapides et plus facilement maniables. 


Il. — RecHERCHES EXPERIMENTALES. 


Deux voies s’ouvrent tout naturellement a la recherche. ' 
L’une est l’emploi des méthodes sérologiques et immunochi- 
miques, l’autre est l’expérimentation chez l’animal. 
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La premiére est certainement trés importante et sa valeur 
s’accroit dans la mesure ot l’on découvre de plus en plus claire- 
ment les rapports qui existent entre la présence de certains 
constituants chimiques dans le protoplasma des bactéries et les 
propriétés biologiques dont dépendent la virulence et le pouvoir 
immunogénique de ces micro-organismes. 

En ce qui concerne le microbe de la coqueluche, depuis les 
recherches mémorables de Leslie et Gardner (1931) sur les phases 
dissociatives chez cette espece, qui d’ailleurs avaient déja été 
entrevues par Bordet et Sloeswick (1910), on a identifié dans 
ses cultures une série de constituants, dont les plus importants 
semblent étre des « toxines » diverses, un agglutinogéne, une 
hémagglutinine, des substances mucoides, ete. 

Ces différents constituants peuvent fonctionner comme anti- 
génes et on a pu ainsi identifier, aussi bien chez les convalescents 
de coqueluche que chez les animaux injectés avec des cultures 
vivantes ou tuées, une série d’anticorps dont le Utre peut varier 
assez indépendamment. Citons parmi ceux-ci des agglutinines, 
des anti-toxines, des anticorps fixateurs du complément, des 
opsonines, des anticorps protecteurs pour la souris, une anti- 
hémagglutinine, etc. Or, d’aprés une trés soigneuse étude de 
Cravitz et Williams (1946), les différences entre les titres trouvés 
chez les convalescents et chez les vaccinés ne semblent pas diffe- 
rer beaucoup, bien que Vimmunité soit chez les premiers incom- 
parablement plus parfaite et plus solide que chez les seconds. 
Ceci semblerait prouver que l’antigéne et l’anticorps vraiment 
essentiels n’ont pas été identifiés par les méthodes employées 
jusqu’a présent. 

Tournier (1948) attache beaucoup de signification a Vhémag- 
glutinine (et a l’anticorps respectif) car, d’aprés ses recherches, 
elle représente le constituant le plus labile du bacille de Bordet- 
Gengou. Cependant, du fait que des principes hémagelutinants 
existent chez beaucoup de bactéries et de virus, et meme chez 
certaines plantes supérieures, seule une coincidence, dont 
existence reste 4 démontrer, pourrait faire que le principe 
hémagglutinant représente, dans le microbe de la coqueluche, 
précisément l’antigene qui lui confére sa spécificité pathogénique 
si particuliére, 

Nous ne voulons naturellement pas prétendre par la qu’a l’ave- 
nir des méthodes immunochimiques plus fines et plus quantita- 
tives n’arrivent pas a caractériser des différences qui, aujourd’hui, 
nous échappent. En attendant, il me semble prudent de recon- 
naitre que, jusqu’a présent, elles ont été incapables, soit de dis- 
linguer nettement Vimmunité naturelle de Vimmunilé vaccinale, 
soit de saisir expérimentalement la caractéristique qui distingue 
les vaccins qui protégent de ceux qui ne proleégent pas. 
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En ce qui concerne les effets biologiques connus de l’Hemo- 
philus pertussis, il faut citer en premier lieu le plus important 
de tous, c’est-a-dire la production du syndrome coquelucheux 
chez l’étre humain susceptible. Les effets produits chez les ani- 
maux d’expérience sont d’un ordre tout différent. Il est permis 
de les classer essentiellement en trois groupes : 

1° La production d@’une infection mortelle chez la souris par 
injection de doses convenables de culture par voie intra-péri- 
tonéale ou intra-cérébrale. 

2° L’obtention chez le lapin d’un effet léthal par injection intra- 
veineuse ou d’un effet nécrotique par injection intradermique. 

3° La multiplication des bacilles dans les voies respiratoires 
de différentes espéces animales inoculées par voie nasale ou 
trachéale, multiplication qui peut étre suivie ou non d’une bron- 
cho-pneumonie. mortelle. 

Les deux premiéres séries d’effets dépendent surtout de la 
toxicité des bacilles. Dans les tests de protection passive, la teneur 
en antitoxine des sérums semble étre le facteur dominant. Quant 
a Ja protection active, elle est, chez la souris, toujours d’ordre 
assez faible et, chez le lapin, elle s’obtient beaucoup plus net- 
lement avec des « toxoides » qu’avec des vaccins microbiens. 
Or, comme, d’une part, les toxoides se sont montrés incapables 
de prévenir l’infection chez l’enfant et que, d’autre part, l’un des 
rares apports positifs du travail de Cravitz et Williams (1946) 
est la vérification de Vabsence d’antitoxine dans les sérums de 
convalescents, on peut conclure que les expériences basées sur 
une modification des effets léthaux ou nécrosants chez la souris 
et le lapin sont probablement peu significatifs. Ce que l'on 
nomme dans ces cas « anticorps protecteurs » ne sont souvent, 
comme le souligne justement Proom (1947), que des effets de 
l’antitoxine, et le réle de celle-ci dans l’espéce humaine est, nous 
l’avons vu, pratiquement nul. 

Restent les tests d’infection par voie respiratoire. Si on exclut 
les expériences d’Hornibrook et Ashburn (1938), qui prétendent 
avoir obtenu chez le rat une toux spasmodique, qu’a ma con- 
naissance personne n’a jamais pu reproduire, et les résultats de 
quelques auteurs qui semblent avoir parfois obtenu chez les 
chimpanzés et certains singes une coqueluche typique, il semble 
maintenant établi que le bacille de Bordet-Gengou, bien que pou- 
vant se multiplier dans les voies respiratoires de différentes 
espéces, ne leur cause, en général, qu’une infection tout a fait 
inapparente qui évolue silencieusement vers la guérison, sauf si 
la dose inoculée est énorme. 

Cette infection respiratoire a été surtout étudiée par les auteurs 
australiens, Burnet et Timmins (1937) d’abord, puis, dans une 
remarquable série de travaux, par North et ses collaborateurs. 
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L’animal le plus employé a été la souris (chez qui les fortes 
doses peuvent causer une broncho-pneumonie mortelle), mais on 
peut infecter d’autres espéces, notamment des singes [North et 
coll. (1940)]. Dans mon laboratoire, Cutileiro (1946) a montré 
qu’on peut infecter les trés jeunes cobayes, mais que les adultes 
sont réfractaires. 

Comme, dans tous ces cas, il s’agit d’infections asymptoma- 
liques, leur existence ne peut étre révélée que par la culture du 
tissu pulmonaire. On est loin du résultat de l’expérience héroique 
des McDonald (1933) qui ont bien donné a leurs enfants une vér!- 
table coqueluche par instillation nasale d’une dose aussi minime 
que 140 bacilles de Bordet-Gengou. Chez l’animal, l’ infection, 
ou bien reste inapparente, ou bien, si la dose inoculée est massive, 
il se produit une broncho-pneumonie mortelle. Ce qui ne se pro- 
duit pas, c’est une coqueluche. 

Malgré cette réserve, les expériences de North et coll. (1940) 
ne sont pas dénuées d’intérét, car les anticorps protecteurs 
de l’infection aérogéne sont bien des anticorps microbiens, exis- 
tant dans le sérum des convalescents, et non pas des antitoxines, 
comme c’était le cas pour infection par voie cérébrale ou péri- 
tonéale. I] est intéressant de signaler que, d’aprés Keogh et 
coll. (1947), Vhémagglutinine adsorbée sur des stromas d’éry- 
trocyltes serait capable d’immuniser activement les souris contre 
Pinfection par voie nasale. 

Ce qwil y a de plus troublant dans toutes ces tentatives d’ino- 
culation expérimentale, ¢’est le fait quil y ait une considérable 
variation du pouvoir pathogéne pour l’animal des différentes 
souches d’H. pertussis. Ceci, qui déja est net en ce qui concerne 
inoculation de la souris par voie nasale, est encore plus marqué 
quand il s’agit de la voie cérébrale. 

Je dois dire que la souche P-58, isolée en Australie en 1940, 
et qui est douée d’un pouvoir pathogéne élevé pour la souris 
par voie respiratoire, n’est pas identique aux souches normales 
directement isolées des cas de coqueluche. Le D* North ayant eu 
Yobligeance de nous en envoyer un passage, j’ai pu constater 
que, bien que gardant les caractéristiques morphologiques ct 
Pagelut-nabilité de la phase I, cette souche pousse bien sur 
gélose-sang 4 10 p. 100, alors que les souches de perlussis non 
dégradées ne se développent jamais. 

Je n’ai pas d’expérience de la souche 18.823 qui a été adoptée 
par Kendrick et coll. (1947) pour leur test de protection par 
inoculation intracérébrale. La préférence donnée A cette souche 
vient du fait qu’elle peut tuer la souris par inoculation de 
quelques dizaines ou centaines de bacilles, ce qui élimine toute 
suspicion d’un effet direct des toxines introduites par l’injection. 
Cet argument semble avoir causé une grande impression et, bien 
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que les premiers résultats rapportés sur l’application du test soient 
un peu confus (Kendrick et coll., 1948), il a été provisoirement 
accepté en Amérique comme méthode officielle. I] n’en est pas 
moins troublant de constater qu’une propriété, probablement 
assez accessoire du microbe de la coqueluche (puisqu’elle ne se 
retrouve que sur un petit nombre de souches), serve d’étalon pour 
lestimation d’un principe immunogénique qui doit exister en 
quantité assez importante dans toutes les souches, puisque. tous 
les cas de coqueluche sont contagieux et fous les convalescents 
sont immunisés. 

En résumé, nous pouvons dire que, ni les tests sérologiques 
in vitro, ni les tests d’infection chez l’animal, ne sont a méme de 
déceler chez les cultures de l’agent de la coqueluche la caracté- 
ristique toute particuliére qui lui donne le pouvoir de provoquer 
chez homme susceptible une toux spasmodique, laissant aprés 
guérison une protection presque totale contre une seconde attaque. 
Ce ne sont donc pas encore ces tests qui nous fourniront le 
moyen de distinguer entre les vaccins censés immuniser et 
ceux qui, bien que paraissant correctement préparés, n’immu- 
nisent pas. 

Si radical que cela puisse paraitre, il faudrait donc, éventuelle- 
ment, faire bon marché de tout ce que l’ingéniosité des chercheurs 
a établi sur la coqueluche expérimentale, et aborder 4 nouveau 
Ja question sur la base d’une hypothese de travail entiérement 
a priori, ce qui permettrait peut-étre de rompre le cercle vicieux 
et de fournir enfin une prise sur le subtil facteur qui, jusqu’a 
maintenant, s’est révélé insaisissable. 

Voici ce que nous proposons : 


III. — Hypotruésr DE TRAVAIL. 


S’il y a des vaccins apparemment semblables dont Veffet pro- 
lecteur chez l’homme — je dis bien chez homme — s’avére trés 
différent, il est probable que le substrat matériel de cette diffé- 
rence dépend de quelque substance trés fragile, trés difficile a 
identifier, et dont la seule manifestation objective connue jusqu’a 
présent serait, précisément, ]’effet immunisant chez l’homme. 

Cette supposition gratuite peut devenir intéressante si nous 
trouvons un cas, mieux connu que celui de la coqueluche, qui 
nous permette de raisonner par analogie sur ce qui arriverait 
a un hypothétique antigéne labile soumis aux mémes traitements 
que ceux que subit le vaccin anti-coquelucheux avant d’étre admi- 
nistré. 

Le cas « pilote » qui nous a semblé le plus intéressant est celui 
du vaccin antityphique, non seulement parce que l’existence d’un 
antigéne labile a été démontrée dans cette espece, mals parce 
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que nous avons personnellement étudié assez a.fond le probleme 
pratique de la conservation 4 longue échéance de cet antigene. 

Sans vouloir prendre aucun parti dans la controverse qui régne 
au sujet du role biologique de l’antigéne Vi, nous constatons 
simplement que cette substance existe dans la plupart des souches 
récemment isolées, qu'elle est trés fragile et qu'elle peut étre ou 
ne pas étre conservée dans les vaccins. 

Admettons maintenant, par simple hypothése, qu’une substance 
du type de l’antigene Vi puisse exister dans le microbe de Ja 
coqueluche. 

Demandons-nous d’abord pourquoi, si l’hypothése est vraie, 
ladite substance n’aurait pas encore été trouvée ? L’excellente 
raison en est que le seul fait étrange est que l’antigéne Vi du 
hacille typhique ait pu étre caractérisé par Felix et Pitt (1934) 
par des méthodes aussi nettes et aussi directes que celles qu’ils 
ont adoptées. Si ce n’était une série de coincidences favorables, 
telles que Vinhibition de l’agglutination O par lantigéne Vi, 
existence de souches lisses W, permettant d’obtenir facilement 
de l’anticorps Vi purifié, le parallélisme entre la teneur en Vi 
et le pouvoir pathogéne pour la souris, etc., les choses se seraient 
passées tout autrement. Il suffirait, pour que ceci arrive, que 
toutes les souches soient pareilles & la grande majorité de celles 
qu’on isole ordinairement dans les cas de typhoide, c’est-a-dire 
des souches possédant un mélange des antigénes H, O et Vi. 
Dans ce cas, Vantigéne Vi n’aurait jamais pu étre trouvé par 
Felix, en travaillant uniquement 4 Vintérieur de l’espéce S. typhi. 
Tout au plus aurait-il été identifié, au moyen de sérums hétéro- 
logues, comme un chiffre romain de plus dans le schéma de 
Kauffmann-White, et la question d’une éventuelle signification 
biologique particuliére attachée 4 sa présence n’aurait méme pas 
été soulevée,. 

Dans le cas du microbe de Ja coqueluche, comme personne 
n’a encore eu la chance de tomber sur des souches V et W, etc., 
il est fort probable que, si un deuxiéme antigéne existe, ses pro- 
priétés in vitro et in vivo (chez l’animal) seront probablemeut 
dominées de loin par les réactions de l’antigéne somatique endo- 
loxique. Ceci ne veut pas dire que le deuxiéme antigéne ne puisse 
pas avoir une traduction immunochimique objective. Simplement, 
comme celle-ci sera certainement assez subtile, elle ne pourra 
etre découverte que si elle est expressément recherchée. Or, pour 
chercher un principe subtil et de prime abord non évident, il faut 
commencer par postuler qu’il existe. 

Aucun fait ne s’opposant a la légitimité de cette hypothese 
de travail, examinons maintenant ce qui pourrait arriver a l’anti- 
géne Vi d’un bacille typhique s’il était soumis aux mémes traite- 
ments qui servent & préparer le vaccin anticoquelucheux. 
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Rappelons quelques points intéressants de ces techniques : 

1° Presque tous les auteurs ont eu recours & la stérilisation 
a froid en employant tour a tour le phénol, le formol et le mer- 
thiolate de sodium. 

2° ‘Les suspensions, dans certains cas, ont été traitées pendant 
plusieurs jours par l’eau distillée A Ja glaciére. 

3° Les microbes stérilisés ont toujours été conservés en solu- 
tion physiologique de NaCl. 

En ce qui concerne le premier point, on sait que les trois 
antiseptiques auraient agi d’une facon trés différente sur I’anti- 
gene Vi. Le phénol l’eut beaucoup altéré, le formol moins et le 
merthiolate presque pas. Nous nous permettrons donc de regarder 
avec réserve les expériences de Silverthorne et Frazer (1938) qui, 
par des tests de protection chez la souris, ont trouvé le phénol 
supérieur aux autres antiseptiques. 

La question du lavage des suspensions a été trés discutée. 
D’une fagon générale, on peut concevor qu’un lavage répété ct 
prolongé soit nuisible, mais, d’autre part, la technique courante 
de cultures, sur des milieux solides riches en érythrocytes, ne 
permet pas de le supprimer enti¢rement. 

Les mauvais résultats de Doull et coll. (1936) ont été attribués 
par Sauer (1941) au lavage des suspensions, et des expé- 
riences de Miller et Silverberg (1989) prouvent que les eaux de 
lavage contiennent de la toxine et de l’agglutinogéne. Certes, 
d’aprés ce qui a été dit, ceux-ci ne représentent peut-étre pas 
les antigénes les plus importants, mais le simple fait que ces 
expériences révélent une baisse détectable d’une teneur antigé- 
nique quelconque fait supposer, a fortiori, que, si le microbe de 
la coqueluche contient un antigéne trés labile, celui-ci sera 
encore plus affecteé. 

Il se pourrait done qu’un des facteurs qui ont contribué aux 
résultats si décevants des expériences de McFarland et coll. 
(1945) soit précisément le long séjour dans l’eau distillée auquel 
leurs suspensions ont été assujetties. 

Le dernier point 4 considérer — qui est le choix de ]’excipient 
le plus convenable pour les suspensions stérilisées — ne semble 
pas non plus avoir attiré beaucoup I’attention. 

On sait que l’antigéne Vi du bacille typhique se dégrade faci- 
lement dans |’eau physiologique 4 la température ordinaire. Pour 
le conserver, il faut avoir recours 4 des artifices bien déterminés, 
qui ont été décrits par Felix (1941) et par Rainsford (1942), 
et auxquels nous avons apporté une contribution d’une certaine 
importance pratique en montrant qu'une solution hypertonique 
de saccharose (& 84 p. 100), qui est directement injectable sans 
douleur, permet de conserver l’antigéne Vi pendant au moins 
deux ans a la température ordinaire (Loureiro, 1946). C’est done 
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un stabilisant bien plus efficace que l’alcool 4 25 p. 100 préconise 
par Felix, avec l’avantage de ne pas étre irritant du tout. 

Dans les vaccins contre la coqueluche, le seul excipient employé 
jusqu’ici a été l’eau physiologique et, en général, aucune pre- 
caution spéciale n’a été recommandée pour la conservation du 
vaccin. Ainsi, Kendrick et Elderning (1935) disent n’avoir trouvé 
aucune différence entre des vaccins frais et des vaccins conser- 
vés pendant un an. 

Seul, Sauer (1935) a beaucoup insislé sur la nécessité d’em- 
ployer un vaccin aussi frais que possible et maintenu a la glaciére 
jusqu’au moment de l'emploi : 4 notre avis, cette précaution, qui 
a dd étre respectée & Evanstown, est peut-étre a la base des 
succes que Sauer rapporte pour ses tentatives d’immunisation. 

Ce méme vaccin, appliqué en Angleterre sous le contréle du 
Medical Research Council, s’est montré lom du pouvoir protecteur 
presque absolu que lui a attribué Sauer. 

Cet exemple suffirait & montrer comment, si notre hypothése 
est vraic, une bonne partie des contradictions des différents 
auteurs deviendrait d’emblée compréhensible et méme logique. 

On peut concevoir que, les toxoides exceptés, tous les vaccins 
préparés depuis le Wwavail de Leslie et Gardner (1931) alent été, 
au départ, a peu prés équivalents. Cependant, si leur pouvoir 
immunogénique dépend de quelque constituant trés fragile et 
auquel personne n’a fait attention, tout doit se passer comme Si 
succes ou échee étaient fonction d’une qualité évanescente, dont 
le rythme de disparition serait aussi capricieux qu’imprévisible, 
puisqu’il dépendrait, d’une part, de détails techniques non stan- 
dardisés (tels que le plus ou moins grand lessivage des suspen- 
sions pendant la récolte et la stérilisation, la durée d’emmaga- 
sinement des vaccins et la température a laquelle il a leu, etc.), 
d’autre part, de la richesse initiale de la souche en un principe que 
l'on n’a pas encore appris a doser. 

Tout ceci n’est, répétons-le, que pure hypothése, mais la réalité 
que celle-ci cherche a interpréter, c’est-a-dire le fait que per- 
sonne ne sait encore distinguer expérimentalement un vaccin 
anticoquelucheux qui protege d’un autre qui ne protége pas, n’est 
pas discutable. 


IV. — PRéMISSES DE L’ EXPERIENCE. 


Pour essayer de sortir du cercle vicieux et de soumettre l’hypo- 
these 4 un contrdle expérimental, il faut commencer par mettre 
hors de cause toutes les variables sur lesquelles il n’y a pas de 
données a@ priori. 

La premiécre concerne le choix des souches. Il est bon de 
reconnailre qu’il n’existe aucun crilérium sar pour décider si telle 
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souche est meilleure que telle autre. Tout choix ne sera donc basé 
que sur le hasard, et le seul moyen de réduire les chances 
d’erreur sera donc de s’en tenir A des souches récentes. II est, 
en effet, logique de supposer qu’une souche qui vient d’infecter 
un sujet susceptible doit posséder un appareil antigénique suffi- 
sant a cet effet, et, en raisonnant toujours par analogie avec le 
cas du bacille typhique, il ne serait pas improbable que les 
souches différent plus par leur degré de stabilité au cours des 
passages in vitro que par leurs caractéristiques au moment du pre- 
mier isolement. 

En ce qui concerne le choix du milieu de culture, il nous « 
semblé que, tant que la question de principe est en suspens, il 
fallait aussi réduire au minimum les chances d’erreur, c’est- 
a-dire adopter un milieu capable de faire pousser abondamment, 
a partir d’un faible ensemencement, toutes les souches dés leur 
premier repiquage. 

Le milieu originel de Bordet-Gengou satisfait A ces conditions, 
mais celles-ci sont encore plus complétement remplies par une 
modification de sa formule que nous avons vérifié étre capable de 
conserver indéfiniment les souches dans la phase I au cours des 
repiquages {Loureiro et Janz, 1943] (*). Le milieu liquide a base 
de sang qui sera décrit plus loin est tout aussi satisfaisant. Par 
contre, les milieux demi-synthétiques, aujourd’hui trés en vogue, 
comportent le risque d’introduire une variable de plus. Person- 
nellement, nous n’avons obtenu aucun succés avec la formule de 
Hornibrook (1939), ni méme en remplacant Vhydrolysat de la 
caséine par de la protéose-peptone. La méme impossibilité de 
faire pousser les souches, que nous considérons non dégradées, 
s’est retrouvée dans les milieux au charbon décrits par Pollock 
(1947). Quant au milieu de Cohen et Wheeler (1946), nous n’avons 
pas eu l’occasion de |’essayer. 

Avec ceci, nous ne prétendons pas que les suspensions obtenues 
sur ces milieux demi-synthétiques soient nécessairement infé- 
rieures a celles obtenues sur milieu au sang. I] nous semble seule- 
ment que, la commodité technique mise a part, ceux-ci n’offrent 
sur les premiers aucun avantage théorique, au contraire. Done, 
si la difficulté technique peut étre surmontée, |’emploi d’un milieu 


(*) La composition de ce milieu que nous appelons milieu « B.-G. 
renforcé », est la suivante : 


Extrait glycériné de pomme de terre... .. +--+ 22+ ee eee 200 em3 
Infusion de foie 1:4, autoclavée 4 pH 7,0... - 2.1. 2.1 ss een 200 cm 
INGVOLONS ss UO ag oo Sei 6G Se5 © eee rane er) >, Ceoscuowrce 600 cm? 
Néo peptone ou protéose-peptone. . . 1. ee ee ee ee ee es 5 g. 
p NegT OL rs ote Inyo, C..Ae 10. CY BUIOR CD BORIS aoieS BO Cae ee a 40 ¢ 


Ajouter 25 cm* de sang défibriné pour 100 cm* du milieu fondu et 
refroidi a 45°. 
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au sang est préférable, parce qu’il supprime une inconnue dans le 
probleme qui en compte déja beaucoup trop. 

En agissant conformément a ce qui vient d’étre dit, on peut 
étre sir de disposer au départ d’une suspension d’organismes 
ressemblant le plus possible a ceux éliminés dans les produits 
pathologiques des coquelucheux. Ceci fait, il ne restera plus qu’a 
traiter ces microbes par des méthodes analogues a celles qui, dans 
le cas du bacille typhique, ont permis une stabilisation trés satis- 
faisante de son constituant le plus labile (Loureiro, 1946), pour 
que, si l’hypothése de travail est vraie, on obtienne un vaccin 
donnant des résultats constants et uniformément favorables. 

A ces raisonnements par analogie, il reste une seule réserve 
importante a faire : le choix de l’antiseptique. Nous savons que 
le merthiolate, que nous avons adopté pour la préparation du 
vaccin antityphique, n’altére point la spécificité de Vantigéne V1, 
mais que, par contre, il nuit & ceux qui contiennent des groupe- 
ments sensibles A l’oxydation, tels que ceux des Streptocoques 
(Loewenthal, 1931) ou des Brucella (Live et coll., 1943). Auquel 
de ces deux types appartient lhypothétique antigéne labile 
de VHemophilus pertussis ? Il semble que, fort heureusement, 
il se range parmi les premiers. En effet, l’expérience des auteurs 
qui nous ont précédé, aussi bien que les résultats de la ndétre, 
semblent montrer que la stérilisaion par le merthiolate ne figure 
pas parmi les facteurs pouvant porter préjudice au pouvoir 
immunogénique des vaccins anticoquelucheux. 

Par conséquent, il suffira, pour soumettre au controle de l’expé- 
rience Vhypothése qui a été si longuement discutée, d’appliquer 
mutadis mutandis, et a quelques détails prés, les techniques anté- 
rieurement développées pour le cas du vaccin antityphique. 

Ceci a été fait, et nous avons recherché ensuite si le vaccin ainsi 
préparé avait un pouvoir protecteur. 

Inutile de dire, aprés toutes les réserves que nous avons faites 
plus haut sur la signification des essais in vitro et chez l’animal, 
que ce n’est pas & ceux-ci que nous avons eu recours pour tran- 
cher la question, mais bien a des essais de prophylaxie de la 
coqueluche spontanée chez l’enfant. En ceci, nous avons suivi 
l'exemple des nombreux auteurs danois, américains et anglais 
qui nous ont précédé, apres nous étre, naturellement, assuré que 
le nouveau vaccin ne causait pas de réactions indésirables. En 
effet, les réactions oblenues n’excédaient pas celles causées par 
la « Pétéine » Schering, qui était le vacein anticoquelucheux le 
plus connu avant la guerre dans la péninsule ibérique. 

Varréte ici la discussion des préliminaires, en m’excusant 
qu'elle ait été si longue. Cependant, comme nous l’avons dit au 
début, dans |’état actuel de la question de l’immunisation avant 
la coqueluche, plutot que d’ajouler simplement un argument de 
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plus a la controverse, il était important d’essayer de montrer 
pourquoi les résultats ont été, jusqu’A maintenant, si contradic- 
toires, et pourquoi on pourrait espérer produire un vaccin meilleur 
que les autres, en sachant en quoi il est meilleur. 

J’ai cherché a expliquer comment les vaccins « phase I », 
éventuellement tous irréprochables au point de vue des tests de 
laboratoire, pourraient, malgré tout, différer les uns des autres 
par une propriété fondamentale. Ceci était la grande question de 
principe, et toute la technique qui suit n’en est que le corollaire. 

Sur cette technique, je serai bref, car elle a été publiée antc- 
rieurement en détail (Loureiro et Rodrigues, 1946). 


V. — TEcuHNIOUES. 


a) Soucnes. — Nos souches ont été récoltées dans le service 
de diagnostic d’un des dispensaires dont il sera question plus 
loin. Le milieu était préparé d’aprés la formule originale de 
Bordet et Gengou, avec 20 p. 100 de sang d’ane, et additionné 
de 0,3 unité par centimétre cube de pénicilline. Ceci est une 
concentration optima que nous avons pu définir expérimenta- 
lement (Loureiro et Rodrigues, 1946). 

Nous continuons a préférer les plaques de toux aux tampons 
naso-pharyngiens, qui donnent des cultures plus confuses. Selon 
le degré d’éducation des familles, l’exposition des plaques leur 
est confiée, ou bien on fait venir les enfants au laboratoire. 
Dans ce dernier cas, si, aprés quelque temps, |’enfant n’a pas 
toussé, il suffit de lui appliquer un abaisse-langue pour provoquer 
un peu de toux et pouvoir ainsi ensemencer une plaque. 

L’addition de pénicilline au milieu a considérablement amé- 
lioré l’exactitude des résultats, de telle sorte que, désormais, une 
plaque négative devient une forte présomption contre le diagnostic 
de coqueluche. 

Sur 104 cas de coqueluche mentionnés plus loin, les plaques de 
toux ont été exécutées soixante-quatre fois, avec 85 p. 100 de 
résultats positifs. Ceci est satisfaisant, car il s’est agi souvent 
de cas déja assez avancés. Trois fois, nous avons isolé des souches 
de H. parapertussis A partir de cas qui ont tous évolué rapi- 
dement vers la guérison. 

Nos souches sont entretenues par repiquages mensuels sur 
milieu de « B-G. renforcé » (Loureiro et Janz, 1946) et conservées 
dans J’intervalle a la glaciére. Aucune des souches ainsi mainte- 
nues ne semble avoir subi la moindre dégradation, méme au bout 
de plusieurs années. Cependant, pour les motifs exposés, nous 
avons toujours donné la préférence, pour la préparation du 
vaccin, aux souches toutes récentes. 
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b) Mitieu pe cuttuRE. — La base du milieu est constituée par 
un hémolysat de sang de mouton ou de boeuf, privé de stromas et 
stérilisé par filtration. Il s’obtient en hémolysant du sang oxalaté 
au moyen de deux volumes d’eau distillée et en rétablissant, aprés 
quelques minutes, l’isotonie par une solution de chlorure de 
sodium additionnée d’une solution de chlorure de calcium. L’en- 
semble coagule et le caillot, transporté avec précaution dans un 
sac de flanelle, laisse sourdre un liquide couleur rubis absolu- 
ment transparent et qui traverse aisément les filtres. 

Ce sang étant recueilli 4 l’abattoir sans précautions aseptiques, 
nous avons eu beaucoup d’ennuis, surtout en été, tant que, sous 
inspiration de Sauer, nous avons utilisé du sang de mouton. En 
effet, le pouvoir stérilisant, aussi bien des bougies de Kieselguhr 
(Doulton et C°) que des disques en amiante (Erkel Filter Corpo- 
ration ou Seitz), quand il s’agit de liquides riches en protéines, 
est assez imparfait. Si le sang est trop contaminé au départ, |] 
y a des probabilités pour que quelques bactéries (surtout des 
Pseudomonas) traversent le filtre, et la culture sera perdue. Ceci 
nous a fait donner, depuis quelque temps, la préférence au sang 
de boeuf, qui est un animal plus propre que le mouton. Depuis, 
les échecs sont devenus plus rares. 

Le milieu complet se compose de 4 parties d’hémolysat, 1 partie 
d’une infusion de levure préparée avec certaines précautions, et 
0,1 p. 100 d’amidon soluble. Si le sang employé est celui de beeul, 
on peut ajouler encore au mélange un volume égal de bouillon 
tryplique de viande de cheval sans affecter le rendement. 

Il est intéressant de remarquer que les repiquages successifs 
sur milieu d’hémolysat sans bouillon n’aménent aucun change- 
ment de phase, tandis que, sur le mélange hémolysat-bouillon, 
la dégradation commence dés le deuxiéme ou troisiéme passage. 
Klle se traduit par une augmentation du rendement des cultures 
et apparition de formes capables de pousser sur gélose-sang a 
10 p. 100. 

Qu’il s’agisse de Yun ou de l’autre milieu, le rendement ne 
devient intéressant que si les cultures sont agitées et aérées. 
Nous décrivons ailleurs l'appareil qui nous sert a exécuter ces 
cultures, 

L’incubation doit durer, suivant la richesse de 1l’ensemence- 
ment, deux a trois jours 4 35-362, et le rendement est, en moyenne, 
de 8 a 10 milliards par centimétre cube. Nous sommes loin des 
hauts rendements altribués aux milicux demi-synthétiques de 
Hornibrook, Cohen, etc., et pour cause! En effet, dés la troi- 
siéme subculture aérée sur milieu hémolysat-bouillon, le rende- 
ment augmente beaucoup, mais comme ceci va de pair avec ce 
que nous croyons étre une variation non révélée, nous nous arré- 
tons toujours aprés la deuxiéme récolte. 
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c) RECOLTE ET PREPARATION DE LA SUSPENSION VACCINALE. — La 
culture passée dans une centrifugeuse Laval laisse déposer unc 
boue grisdtre, composée d’hémoglobine dénaturée et de bactéries. 

Ce sédiment est suspendu a l’aide d’un pinceau stérile dans 
une solution de chlorure de sodium 4 10 p. 100 ajustée a pH 5,0 
par un tampon d’acétate. On centrifuge aussitot le mélange pen- 
dant dix minutes a 1.500 tours, ce qui fait descendre le précipité 
de proiéine et laisse la plupart des bactéries en suspension. Le 
surnageant neutralisé est centrifugé a fond et resuspendu dans 
du chlorure de sodium a 10 p. 100 additionné d’un tiers de solution 
de merthiolate de sodium. Aprés un ou deux jours au maximum 
de séjour a la glaciére, la suspension est floculée au moyen de 
la quantité strictement nécessaire d’alun a 10 p. 100. Le floculat, 
recueilli par décantation suivie de centrifugation légére, est resus- 
pendu finalement dans une solution de saccharose additionnée de 
1/10.000 de merthiolate. La densité bactérienne est déterminée 
sur un échantillon prélevé avant la floculation, et la densité finale 
est ajustée en fonction de la mesure opacimétrique a 10 milliards 
par centimétre cube. 

Il est peut-étre important de signaler que ce que dans la tech- 
nique décrite nous considérons comme essentiel pour 1’efficacité 
du vaccin, c’est non pas la méthode de culture en milieu liquide 
aéré, que nous nous bornons 4 considérer comme commode et 
avantageuse, mais bien le traitement auquel est soumis le résidu 
de la centrifugation. 

Des suspensions équivalentes au point de vue antigénique 
peuvent étre obtenues en récoltant des cultures de quarante-huit 
heures sur milieu « B-G. renforcé », directement dans la solution 
de chlorure de sodium a 10 p. 100 tamponnée a pH 5,0, laquelle 
est ensuite traitée de la maniére indiquée plus haut. Ceci permet 
d’éliminer les restes d’érythrocytes ou de protéine animale, en 
évitant l’inconvénient des lessivages prolongés par ]’eau ou par 
les solutions isotoniques. 


d) Posotocie ET REACTIONS. — La concentration adoptée est 
celle proposée par Kendrick (1942). Le vaccin s’applique en trois 
doses respectivement de 0,5, 1 et 1 cm* (soit un total de 25 mil- 
liards de germes) par voie sous-cutanée. Pour la prévention a 
longue échéance, nous avons également suivi le schéma de 
Kendrick, qui recommande un intervalle d’une semaine aprés la 
premiére injection et d’un mois aprés la seconde. Pour la pro- 
phylaxie aprés contact, par contre, nous croyons préférable de 
réduire l’intervalle entre les injections 4 trois ou quatre jours, 
en ayant éventuellement recours a Ja voie intra-musculaire. 

Les réactions générales sont pratiquement absentes, mais i! 
se forme assez souvent un nodule induré, parfois un peu rouge, 
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au point de l’injection, qui se résorbe en trois a quatre semaines, 
sans arriver a la suppuration. Cette fréquence relative des réac- 
tions locales fait que nous avons cru prudent de ne pas arriver 
aux doses colossales recommandées par certains auteurs amé- 
ricains, et que Merieux et Guitton (1946) semblent approuver 
dans une publication récente. 

Or, en comparant les résultats, qui seront mentionnés plus 
loin, obtenus au prix de réactions vraiment insignifiantes, avec 
ceux des auteurs qui ont eu recours & des dosages beaucoup plus 
considérables, on est tenté de conclure que, au dela d’une cer- 
taine posologie minima, le résultat est bien plus déterminé par 
la qualité que par la quantité des antigénes injectés. Dans ces 
conditions, et surtout depuis que quelques accidents du type encé- 
phalitique ont été décrits & la suite de vaccinations contre la 
coqueluche (Byers et Moll, 1948), il semble prudent de rester 
dans la limite inférieure des doses paraissant encore efficaces. 


VI. — Ritsurtats. 


Le nombre d’enfants auxquels le vaccin que nous venons de 
décrire a été administré par les médecins praticiens et par les 
services de la Santé publique au Portugal se chiffre par milliers. 
Si on cherche 4 savoir quels en ont été les résultats, la réponse de 
ces médecins est presque toujours : « Mon impression est excel- 
lente ». Cependant, toutes les tentatives que nous avons faites 
dans le but d’obtenir de nos collégues des chiffres & l’appui de 
leurs impressions ont été vaines. Nous pensons que, dans beau- 
coup d’autres pays, il est aussi difficile que chez nous d’amener 
les praticiens 4 collaborer 4 des études statistiques. Ceci fait que, 
sur la masse considérable d’observations qui auraient pu étre 
rnstes, nous ne pourrons en présenter ici qu'une toute faible 
parue, qui nest autre quwune petite étude épidémiologique 
exécutée sous notre direction immédiate. 

L’étude a été réalisée simultanément dans deux dispensaires de 
Lisbonne, dont lun est un Centre de santé de l’Etat (Centro de 
Saude de Lisboa), que nous dirigeons personnellement, l’autre 
un Centre privé, qui travaille en ¢troite collaboration avec 
le premier et qui suit les mémes normes de travail (Centro de 
Enfermagem). Ces Centres, que nous désignerons respectivement 
par A et B, font de la médecine préventive au moyen de cliniques 
dirigées par des spécialistes et d’un service de visites domici- 
liaires, assurées par des infirmiéres-visiteuses. La directrice de 
ces infirmiéres, ayant fait ses études aux Etats-Unis et au Canada, 
connait bien les méthodes de travail d’outre Atlantique. 

La liaison étroite entre ces dispensaires travaillant avec la popu- 
lation et le laboratoire ott se faisaient les recherches expérimen- 


: 
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tales nous a permis de réunir des documents sur des effets a 
longue échéance qui, autrement, et malgré la bonne volonté de 
nos collégues, ne seraient jamais restés autre chose que des 
« impressions » plus ou moins favorables. 

Malgré cet avantage, les chiffres que nous avons pu _ réunir 
ne sont pas grands, a tel point que, la ot il est question de 
pourcentages, ils ont été inscrits simplement pour faciliter la 
lecture des tableaux, et non dans l’idée de définir des taux tant 
soit peu reproductibles. C’est pourquoi nous nous permettons de 
demander au lecteur de décider avec le plus grand parti pris cri- 
tique s’il y a, oui ou non, quelque présomption A tirer de ces 
tableaux. Nous lui demanderons, par contre, de faire confiance 
a la notation méme des faits qu’ils rapportent, tels que: dia- 
gnostics de la maladie, histoires de contacts, résultats bactério- 
logiques, etc. Ces faits ont été établis soigneusement, par du per- 
sonnel qualifié, qui connaissait 4 ]’avance la plupart des familles 
qui ont fait objet de Yenquéte, et celle-ci a été guidée par un 
questionnaire spécialement élaboré a cet effet, dont un exemplaire 
était rempli pour chacun des sujets vaccinés. 

Le plan de travail a consisté 4 vacciner systématiquement les 
enfants inscrits 4 la consultation infantile des deux dispensaires 
et & rechercher ensuite, 4 un moment donné, les résultats. I 
y a la, évidemment, un grave défaut au point de vue statistique, 
car la méthode laisse au hasard le choix des témoins. Malheu- 
reusement, en Portugal nous n’aurions pu faire mieux, et il eut 
été en particulier psychologiquement impossible d’organiser des 
séries de témoins « conscients » comme celles que les chercheurs 
du Medical Research Council arrivent a réunir en Angleterre. 
Tout en reconnaissant la gravité de la faute, comme nous 
n’avions aucun moyen d’y échapper, nous l’acceptons, quitte 
i examiner aprés coup si des faits établis sur cette base défec- 
tueuse peuvent, malgré cela, démontrer quelque chose. A priori, 
on peut concevoir qu’une mesure trés efficace manifestera son 
effet, fat-ce sur une petite série, méme si ]’organisation de cette 
série n’est pas irréprochable. 

Voici donc les faits : 

Le tableau I représente la distribution de la population vac- 
cinée sur laquelle a porté ]’enquéte. Sur un total de 665 enfants 
vaccinés, les trois quarts ont pu étre suivis pendant un laps de 
temps non inférieur 4 un an aprés la vaccination. L’ensemb!e 
veprésente une moyenne de temps d’observation de deux ans 
environ par individu, totalisant presque mille années d’expé- 
rience. 

Il nous semble important de signaler que ces vaccinations ont 
été effectuées avec de trés nombreux lots de vaccin, préparés 
chaque fois avec un petit nombre de souches, parfois avec une 
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Tasteav 1. — Population vaccinée sur laquélle a porté Venquéte 
(terminée le 34 décembre 1948.) 


ay 


DATE NOMBRE DE VACCINATIONS RETROUVES 
des a 
vaccinations Completes Incomplétes Total lenquéte 
aw PPE wees, Magey C 55 44 66 35 
AEP aes a GO : 264 45 279 494 
RO ae el te waite a te 292 28 320 254 
LOU) ser teers 644 54 665 483 


seule, et que ces souches étaient constamment changées. ‘Le seul 
trait commun entre les lots était Puniformité de la technique de 
préparation. Donec, si résultat il y a, ce serait un résultat de la 
technique en général, et non pas un résultat altribuable a un lot, 
ou a une souche particuliére. 

Le dépouillement des bulletins d’enquéte, présenté au 
tableau II, montre qu’un groupe de 64 vaccinés au moins a été 
exposé a un contact persistant avec des coquelucheux. Dans la 
plupart des cas, il s’agissait d’un frére non vacciné, quelquefois 
d’un voisin avec lequel l’enfant avait été en contact pendant la 
durée de la maladie de l'autre. 


TasLeau I]. — Contacts avec des cas averés de coqueluche 
parmi 483 individus vaccinés et 46 coquelucheux non vaccinés 


COQUELUCHEUX 
COQUELUCHEUX 


CONTACT + —_—_——_—————— | INDEMNES non vaccinés 


confirmés | douteux 


Tres étroit 7 4 


441 p. 100/6 p. 100 
0 6 

5 p. 100 
7 


Passager ou probable. 


Non connu 
2p. 100 


47 
3,5 p. 100 


Un deuxiéme groupe est constitué par des enfants ayant vécu 
dans le voisinage de cas de coqueluche (habitant, par exemple, 
un autre élage de la maison ou fréquentant une école ou il v 
avait eu des cas). Pour abréger le tableau, nous n’avons pas 


distingué les cas ot le contact a été avéré de ceux ov il a été 
seulement probable. 
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Un troisiéme groupe, finalement, comprend les vaccinés dont 
les méres ne rapportent aucune histoire de contact. 

_A ttre d’indication, nous avons rapproché de ces données les 
histoires de contacts chez 46 cas de coqueluche, confirmés bacté- 
riologiquement, inscrits dans les fiches du Dispensaire A. Le 
nombre de cas ot la source de contagion a passé inapercue, est, 
comme on le voit, singuliérement élevé. D’autre part, l’expé- 
rience classique montre que la grande majorité des susceptibles 
en contact intime avec des cas de coqueluche succombent a !a 
contagion. Ainsi Rodmann et coll. (1946) rapportent que, dans 
ces conditions, ils ont vérifié 85 p. 100 des cas secondaires, ct 
Sako (1947), dans les mémes conditions, 90 p. 100. 

Parmi les 483 enfants vaccinés sur lesquels a porté l’enquéte, 
il y a eu seulement 7 cas confirmés de coqueluche, dont les 
histoires seront données plus loin. En plus de ceux-ci, nous 
avons considéré comme douteux tous les cas dont le question- 
naire mentionnait de la toux ayant duré plus de deux semaines 
et qui, sans étre accompagnée de quintes, avait pu présenter 
a un moment quelconque quelque caractére suspect, par 
exemple, de rares vomissements, un peu de suffocation ou bien 
une toux séche 4 prédominance nocturne. I] est probable que, si 
VYexamen bactériologique avait été sysiématiquement exécuté, on 
aurait pu préciser la nature spécifique de quelques-uns de ces 
cas et l’en exclure chez d’autres, mais, comme les symptémes 
présentés étaient insignifiants, les familles n’ont pas amené les 
enfants au dispensaire. Ce n’est donc que par leur anamnése que 
ces cas problématiques ont été relevés, et il est probable que 
leur nombre soit exagéré plut6t qu’inférieur au nombre de cas 
frustes réels. 

Le tableau III résume la partie la plus significative de cette 
documentation, c’est-a-dire l’histoire des enfants qui ont été en 
contact familial avec des coquelucheux. 


Tastzau III. — Cas de contagion et de résistance a la contagion 
parmi 88 contacts familiaux ou de voisinage étroit avec des cas 
corvnus de coqueluche. 


RTA CAS SECONDAIRES 


de vaccination INDEMNES 
frustes 
positifs 


NOMBKE 
de familles 
primaires 


des contacts 


n 
eet 
(3) 
oS 
pe} 
S 
f=} 
o 
”" 
Oo 
ue] 


3 4 4 53 

5 p. 100| 6 p. 100/6 p. 100; 83 p. 100 
3 0 6 2 

50 p. 100 
2 


V. préventive. 


V. apres contact. 
47 p. 100 
di 


70 p. 100 


Non vaccinés. 0 4 
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Nous avons cu quelque hésitation sur la meilleure fagon de 
présenter ces données qui comprennent, en plus des cas vaccinés 
préventivement, une petite série de cas de prophylaxie aprés 
contact et une série, hélas trés réduite, de vrais témoins. Nous 
désignons comme tels les enfants non vaccinés faisant partie de 
la méme famille que des vaccinés, qui ont été exposés 4 la méme 
source familiale de contagion (en général un frére d’age 
scolaire). bitte 

Par contre, nous désignons comme « cas primaires » les 
enfants ou adultes qui, infectés hors de la famille, ont été ia 
source d’exposition des contacts. 

Je me demande jusqu’&A quel point on peut inclure ces cas 
primaires parmi des témoins vrais, puisqu’en somme il s’agit de 
susceptibles, vivant dans la méme famille et dont la source de 
contagion n’a pas pu étre plus violente que celle qu’ils repré- 
sentent pour leurs fréres ou voisins vaccinés. Si tel était le cas, 
la série serait statistiquement assez acceptable puisque nous 
aurions, sur prés de 60 familles avec une moyenne de presque 
3 enfants par famille, un nombre a peu prés égal de contacts ¢t 
de cas primaires servant de témoins. 

Le tableau IIIf montre que 

l° D’accord avec lexpérience générale, la plupart des 
10 témoins vrais ont contracté une coqueluche typique. 

2° La prophylaxie aprés contact a réduit appréciablement. le 
taux des cas secondaires. 


90 


3° La vaccination préventive a réduit encore plus considéra- 
blement la proportion de ces cas. 

Ktant donné que parmi ce dernier groupe il n’y a eu que 7 cas 
confirmés cliniquement ou bactériologiquement, il est utile de 
donner un résumé des histoires cliniques de ces « coqueluches 
malgré vaccination ». 

Les 3 cas classés comme typiques ont évolué de la facon sui- 
vante 

L.S. P. Gargon de quatre ans. Vaccination compléte avee rap- 
pel un an auparavant. Contact intime avec 2 cas, vivant sur Je 
méme palier. 7 & 8 quintes par jour, pas trés intenses. Chant du 
coq vers la quatriéme semaine, mais qui disparait rapidement. 
Rétabli au bout de deux mois, il présente, aprés un court inter- 
valle, une récidive sans gravité qui dure deux semaines. 

S. P. F. Fille de six ans. Vaccination incomplete par 2 injec- 
tions trois ans auparavant. Contact avee son frére. Toux accom- 
pagnée de vomissements et léger chant du coq, terminée en quatre 
semaines. 

M. C.D, Fille de six ans. Vaccination complete un an aupa- 
ravant, sans rappel. Contact avec un voisin. Tousse pendant un 
mois, avec quelques vomissements, mais les symptomes décli- 
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neni dés la deuxiéme quinzaine. Pas de chant du coq, état général 
excellent. 

I] s’agit done de 3 cas qui peuvent étre classés cliniquement 
comme des coqueluches bénignes ou trés bénignes. 

Les 4 autres cas ont été diagnostiqués bactériologiquement sur 
Yargument de présomption représenté par l’histoire de contact 
familial avec un coquelucheux. Cliniquement, ils ont été entiére- 
ment frustes, c’est-a-dire qu’il n’y a eu a noter qu’une toux 
séche trés légére, durant deux a trois semaines, sans chant du 
€oq, nl vomissements. 

Le défaut de la petite statistique que nous venons de présenter, 
c’est quelle se rapporte presque exclusivement, d’une part aux 
enfants vaccinés, qui ont été l’objet d’une recherche spéciale, 
d’autre part, aux cas de coqueluche qui, par suite de leur mala- 
die, se sont présentés A la consultation ou bien ont été repérés 
par leur anamnése. Elle ne donne aucune information sur ce qui 
est arrivé aux enfants ne rentrant ni dans l'une, ni dans |’autre 
de ces catégories. 

Afin de combler dans une certaine mesure cette lacune, il 
faudrait disposer d’un échantillon représentatif de la population, 
dans lequel il serait possible de faire la discrimination quant a 
V’état de vaccination et quant 4 l’histoire de la coqueluche. 

Nous avons cru pouvoir le faire en prenant les fiches de la 
consultation des maladies infectieuses du Centre de Santé A dans 
les quatre derniéres années. Cette clinique a pour tache d’exécu- 
ter les vaccinations et de dépister et soigner les cas de maladies 
contagieuses qui se produisent dans la section de la ville confiée 
au dispensaire. Sa population est recrutée en grande partie 
parmi les mémes enfants qui, pour d’autres motifs (alimentation, 
pesées, examens périodiques, etc.), sont inscrits aux autres 
consultations du dispensaire. Pour cette raison, on peut regarder 
ces cas comme trés peu sélectionnés en fonction de raisons autres 
que la maladie méme qui est l’objet de la fiche respective, et que, 
notamment, les soins maternels jouent aussi bien en faveur des 
inscriptions pour coqueluche que pour d’autres maladies. D’autre 
part, il n’est pas indifférent que l’enquéte n’ait été réalisée 
qu’aprés coup, d’aprés des fiches remplies en régime de routine 
pendant quatre ans el sans aucune prévision de ]’étude qui serait 
réalisée plus tard. 

Le tableau IV montre la distribution des principales maladies 
enregistrées dans les quatre derniéres années. Nous faisons 
remarquer que l’accroissement des catarrhes respiratoires, 4 par- 
tir de 1947, est da a des motifs d’ordre administratif et qu’il porte 
indifféremment sur les enfants vaccinés ou non vaccinés. 

La population représentée par cet ensemble de fiches peut étre 
divisée en quatre groupes, selon qu’il s’agit de vaccinés ou de 
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Tasteau IV. — Inscription a la consultation des maladies infec- 
tieu-es d’enfants suivis dans le centre A, de 1945 a 1948. 


DIAGNOSTIC INSCRIT SUR LES FICHES 1945 4946 4947 1948 TOTAL 
COquelughOre cy adi. fom me ce 42 20 34 39 106 
ROUSCOlO Mr rete ce ete elas 7 3 23 3 36 
Diphtérie et scarlatine ..... 6 2 2 3 43 
VabiCe lea tox eokk pass Se 42 8 4 7 3l 
Catarrhes respiratoires et grippe 16 36 82 429 263 
Autres maladies . oes oS 45 10 21 21 67 

SRO CHSC c at oun tvaers alae ae Eee 68 19 167 202 516 


non vaccinés, de coquelucheux ou de porteurs d’autres maladies. 

Le résultat de ce reclassement, qui comprend, outre les cas 
mentionnés au tableau IV, les cas de maladies infectieuses enre- 
gistrés au Centre de Santé B, figure au tableau V. Une rubrique 
spéciale comprend les enfants ayant recu préventivement d’autres 
vaccins (toxoide Lederlé, Pétéine, etc.). 


Tasteau VY. — Proportion d’enfants vaccinés et non vaccinés parmi 
les inscrits aux consultations de maladies infectieuses des cen- 
tres A et B. 


PO! RCENTAGE 


COQUBLUCHE 
AUTRES avec coqueluche 


maladies 
confirmée | douteuse confiimé total 


Vaccins « perlussis ». 
Autres vaccins. 
Non vaccinés 


Avant d’examiner ces données, nous voudrions rappeler que la 
coqueluche a été, d’une fagon générale, assez bénigne chez les 
enfants inscrits au dispensaire A. En effet, au cours de neuf 
années, nous n’avons perdu pour celte cause qu’un nourrisson 
qui se trouvait déja auparavant en mauvais était de santé. La 
durée moyenne de la maladie, élablie sur 180 cas, a été de 
soixante-cing jours, Chez les 7 vaccinés avec résultat posiltif, elle 
a été de vingt-cing jours. 

Nous avons observé un cas de répétition de coqueluche chez 
un enfant de quatre ans qui en avait déjd souffert a lage de 
six mois, Dans les deux cas le diagnostic a été confirmé par les 
plaques de toux, malheureusement sans qu’il y ait eu, dans la 


IMMUNISATION CONTRE LA COQUELUCHE 329 


premiére analyse, le souci de distinguer entre H. pertussis ct 
parapertussis. ; 

Le tableau V montre que la distribution des cas de coqueluche 
a été trés asymétrique en fonction de l’histoire de la vaccination. 
Que lon considére seulement le nombre des cas confirmés ou le 
total des cas confirmés et des suspects, il se trouve que le pour- 
centage des cas de coqueluche chez les vaccinés reste d’un 
dixiéme seulement. Si l’on tient compte, en plus, que sur les 
7 cas chez les vaccinés il y en a eu 4 ot le diagnostic n’a été 
possible que par l’examen bactériologique, trés intentionnelle- 
ment indiqué, on peut dire que l’incidence coqueluche-maladie 
a été, chez les vaccinés, de presque vingt fois supérieure a ce 
qu’elle a été chez les non-vaccinés. 


CONCLUSIONS. 


Nous terminons cet exposé en examinant briévement ce qui 
a été dit. 

Nous avons essayé d’aborder le probléme de 1|’immunisation 
artificielle contre la coqueluche en partant d’une hypothése de 
travail qui serait 4 méme d’expliquer les sérieuses contradictions 
entre les opinions des différents auteurs. 

Cette hypothése consisterait 4 admettre la présence dans les 
_eultures d’Hémophilus pertussis d’un antigéne trés labile, ana- 

logue a l’antigéne Vi du bacille typhique. 

En partant alors de travaux antérieurs concernant cette der- 
niére espéce, nous avons préparé un vaccin anti-coquelucheux 
saccharosé, avec lequel nous avons vacciné des enfants. Si l’hypo- 
thése était juste et la technique choisie pour la préparation du 
vaccin correcte, on devrait espérer trouver un effet préventif 
assez constant. 

La vérification d’un tel effet exige la réalisation d’une statis- 
tique épidémiologique. 

Il nous a été impossible d’obéir, pour le choix des contrdles, a 
des régles aussi strictes que celles suivies dans |’étude organisée 
par le Medical Research Council. 

Par contre, nous étions favorisé par le fait qu’il existait une 
union, pour ainsi dire personnelle, entre le laboratoire qui exé- 
cutait la partie expérimentale et un Centre de santé actif, ayant 
sous son controle une population trés intensément travaillée au 
point de vue de l'éducation sanitaire. ee 

Par conséquent, bien que des critiques trés légitimes puissent 
étre faites au plan de l’expérience épidémiologique, le coefficient 
de véracité, en ce qui concerne les faits eux-mémes, est d’ordre 
élevé 

Parmi ces faits, deux nous semblent significatifs : 

Le premier est la constatalion que 95 p. 100 des enfants vacci- 
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nés en contact familial avec des coquelucheux ne développent 
aucun des symptomes considérés comme caractérisiques de ka 
maladie. 

Le deuxiéme est que, sur environ 700 inscriptions aux consul- 
tations des maladies infectieuses d’un dispensaire bien organisé. 
le pourcentage des cas de coqueluche ltypique a été, chez les 
vaccinés, de presque vingt fois inférieur 4 ce quil a été chez Jes 
non-vaccinés. 

Cette distribution en fonction de l’histoire d’une vaccination 
anti-pertussis est si fortement asymétrique que, malgré les défauts 
du plan de l’expérience, il est difficile de lattribuer uniquement 
a un effet du hasard. Sans pour cela regarder notre hypothése 
comme définitivement prouvée, nous croyons que notre recherche 
épidémiologique (a laquelle nous n’attribuons que la valeur d’une 
exploration préliminaire) apporte en sa faveur un argument de 
présomption suffisante pour que la suggestion optimiste qui en 
découle justifie l’organisation d’une enquéte de plus grande 
envergure et plus conforme aux régles de la statistique, pour 
décider si les vaccins confectionnés avec le souci de conserver 
lantigéne labile, sur l’existence probable duquel nous avons basé 
tout notre raisonnement, sont effectivement plus constants dans 
leurs effets, que les vaceins préparés jusqu’a présent. 
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APPENDICE. 


Appareil pour Uaération aseptique de cultures en milieu liquide. 


Depuis 1943, 4 la suite d’expériences préliminaires encoura- 
geantes, nous nous sommes appliqué 4 résoudre les problémes, 
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d’ordre purement technique, posés par laération aseplique de 
moyennes quantités de cultures en milieu liquide. Parmi les dif- 
férentes solutions possibles, telles que l’emploi de flacons rou- 
lants, du barbotage d’air, du rotor magnétique, etc., c’est le tank 
a contenu agité mécaniquement qui convenait le plus a nos condi- 
tions de travail. 

Les résultats de trois années d’essais, entrepris en collaboration 
avec un atelier d’appareillage médical, ont fait objet une com- 


Brg 4; 


munication antérieure [Loureiro, 1946] (1). Ces appareils étaient 
construits en partie en fer émaillé, en partie en laiton chromé, 
seuls matériaux dont nous pouvions disposer pendant la guerre. 
Malgré les défauts inhérents a ces constructions, nous avons pu 
les utiliser avec succés pendant plusieurs années pour la culture 
de bactéries et pour la production de pénicilline brute. 

Le but de cette note est de décrire sommairement un nouvel 
appareil en acier inoxydable, étudié sur la base de nos expé- 
riences antérieures par M. L. M. de Loureiro et qui est repré- 
senté dans les fig. 1 et 2. 

Le principe général de tous ces appareils est le suivant 


(1) I. A. pe Lourermo. Cadernos Cientif., Lisbonne, 1946, 4, 22. 
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Un tank cylindrique est muni d’un couvercle d'un diamétre 


IeaUP 
be 


Fig. 2, 


légérement supérieur au sien descendant jusqu’a ini-hauteur de 
sa paroi. L’intérieur du récipient reste ainsi en communication 
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avec l'almosphere extérieure par lespace existant entre les deux 
parois et ceci permet le renouvellement de lair par diffusion. 
Comme les poussiéres ne montent pas dans une atmosphere tran- 
quille, l'asepsie du contenu est maintenue d’aprés le principe 
des ballons a cols de cygne de Pasteur. 

La transmission du mouvement est faite & travers un joint 
hydraulique constitué par une coupole traversée par l’axe du 
rotor et qui tourne dans l’eau contenue dans un godet soudé 
au couverele. Cette solution a été adoptée aprés plusieurs essais 
infructueux avec des joints mécaniques. 

L’application de ces deux principes suffit & assurer l’asepsie 
du contenu pendant un ou deux jours, mais a la longue des 
contaminations se produisent. Elles sont dues 4 la progression 
de bactéries provenant de l’extérieur a travers eau qui se con- 
dense sur la paroi interne du couvercle. Pour éviter ces contami- 
nations tardives, il faut interrompre la continuité de cette couche 
liquide en chauffant, au moyen d’un anneau contenant une résis- 
lance électrique, la circonférence supérieure du couvercle a une 
température légérement supérieure & celle du milieu de culture. 
Dans ces conditions, la culture reste indéfiniment protégée des 
contaminations exogenes. 

Le chauffage du contenu est assuré par deux manchons demi- 
cylindriques munis de résistances électriques et fixés sur un socle 
de bois épais recouvert de feutre. Les résistances, que fa 
manceuvre d’un bouton permet de régler respectivement a 50 et 
i 200 watts, sont commandées par un thermo-régulateur contenu 
dans un récipient demi-cylindrique soudé au fond du tank. Les 
deux extrémités de ce récipient sont fermées par des bouchons 
de caoutchouc. L’un est traversé par le thermo-régulateur ¢t 
Vautre par le thermométre et deux petites tubulures en verre, 
qui permettent de remplir d’eau Vintérieur de cette chambre 
accessoire. Si le tout est bien isolé par le feutre, le contact ther- 
mique entre le contenu du tank et la chambre du thermo-régula- 
leur est suffisamment parfait pour que la température a |’inté- 
rieur de celle-ci ne differe que de quelques dixiémes de ja 
température réelle du milieu de culture. Cette différence dépend 
de la température extérieure et peut Glre compensée par un ajus- 
tement établi empiriquement. 

La capacilé totale de l'appareil est de 30 litres et sa capacilé 
utile d’environ la moilié. Ces dimensions représentent la limite 
pratique des appareils transportables. Pour de plus grands 
volumes, tels que ceux employés dans la fabrication de la péni- 
cilline, il faut avoir recours 4 des tanks fixes et les movens d’as- 
surer l’asepsie deviennent alors tout autres. Dans un laboratoire 
de préparation de vaccins les volumes pouvant étre travaillés dans 
Vappareil qui vient d’étre déerit’ sont déja dordre industriel, 
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puisqu’un seul tank de cultures de bacille typhique suffit a pré- 
parer du vaccin pour plusieurs milliers de personnes. 

En ce qui concerne les détails pratiques de la manipulation 
de Vappareil et le montage des accessoires en verre, nous ren- 
voyons le lecteur 4 notre premiére communication. 


| 


MUTATION DU PHAGE Cx, 
CARACTERISEE PAR L’ACQUISITION DE L’ACTIVITE 
SUR LES BACTERIES RESISTANTES 
DES CULTURES SECONDAIRES 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE (‘). 


(Institut: Pasteur.) 


Apres la lyse d’une culture de bactéries par un phage spéci- 
fique, on voil se développer une culture secondaire. Il est admis 
que celle-ci est due a la multiplication de bactéries mutées, résis- 
lantes au phage. Une méme culture secondaire peut d’ailleurs 
contenir plusieurs variétés de mutants. 

Nous avons observé que, dans certains cas, une telle culture 
pouvait, & son tour, se lyser sans addition de nouveau phage. 
Nous allons montrer que cetle lyse secondaire était due, dans les 
cas que nous avons étudiés, & Vaction de phages mutés. 

Beaucoup de phages présentent ce type de mutations. Nous 
avons étudié particuli¢rement ceux du phage C,, (objet du présent 
travail) et de S,, [5]. Bien que la méme souche sensible, Shigella 
paradysenterie Y6R ait servi & la multiplication des deux phages, 
les mutants de chacun d’eux avaient des particularités différentes. 


Tecunxiovur. — Les cultures sont faites dans différents milieux : 
milieu synthétique [M. S.] (1), eau peptonée [E. P.] (2), bouillon (B) 
suivant les expériences. 

Les milieux sont utilisés soit a l'état liquide, soit gélosés 
a 1,5 p. 100. Les cultures sont faites dans un appareil a agitation 
placé dans un bain-marie a 37°. Les titrages de phages sont fails 
par la méthode de numération des plages sur gélose. 

Des souches résistantes au phage C,, ont été isolées a partir 
des colonies secondaires obltenues en étalant sur gélose avec le 
germe sensible une préparation concentrée de phages. Toutes 
les souches isolées avee C,, par cette méthode se comportaient 


Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1949. 
(1) SO* (NH*)? 0,75 g. ; KCl 0,5 ; SO*Mg, 0,05 : ac. nicolinique 0,01 ; 
PO*Na?H (12H2O0) 19,95 ; POAKH?, 0,45 ; glucose 20 pour 1 litre. pH 7,6. 
(2) Peptone Uclaf 30 g. ; NaCl 6 g., pour 1 litre, ajusté A pH 7,6. 
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de la méme fagon vis-a-vis du phage et de son mutant. Nous les 
appellerons les a: Sr. L’une d’elles, débarrassée du phage 
par 5 repiquages successifs, a servi a presque toutes les expé- 
riences. Le phage mutant actif sur cette souche sera désigné sous 
le nom de phage C,,w, la souche et le phage originels sous le 
nom de souche Sn et de phage C,,n. 

Dans certains cas, on a utilisé des souches résistantes a C,,, 
issues de cultures secondaires en milieu liquide. Elles sont iden- 
liques aux souches Sr au point de vue de leur comportement 
vis-a-vis des phages. 

En utilisant des quantités appropriées de phages et de germes, 
on obtient réguliérement la lyse en milieu synthétique par le 
phage C,, des cultures de Y6R; si on laisse ensuite le lysat dans 
le bain-marie 4 37° a agitation, une culture secondaire apparait 
apres un certain délai. 

Mais celle-ci ne se développe pas avee la régularité d’une 
culture ordinaire. Son temps d’apparition aprés la lyse, sa vitesse 
de développement, ainsi que l’opacité finalement atteinte, sont 
trés variables. Si on suit son développement, d’heure en heure 
par exemple, on assiste, dans quelques cas, 4 une lyse prononcée, 
suivie elle-méme de repousse. Le fait est assez rare ; mais en 
comparant chaque fois la culture a des étalons d’opacité, ou en 
utilisant l’électrophotometre enregisreur de Faguet, on observe 
trés souvent de légéres diminutions passagéres d’opacité, parfois 
méme une succession de repousses suivies de lyses partielles. Au 
total, il s’agit d’une lyse de la culture secondaire beaucoup plus 
fréquente qu’elle ne paraissait d’abord, mais dont |’intensité est 
trés variable. Elle semble, & premiére vue, survenir de fagon 
assez capricieuse. Mais nous verrons qu’en réalité elle obéit 4 des 
conditions définies. 


LA PREMIERE QUESTION A RESOUDRE EST CELLE DE LA NATURE DE 
CETTE LYSE SECONDAIRE. — K[st-elle due a des autolysines, a des 
« lysines » accompagnant les phages (d’Hérelle, Sertic et Boul- 
gakov [4]), ou a des phages ? L’autolyse peut étre éliminée a cause 
de la rapidité de cette lyse et de l’existence d’une repousse. 
Eugéne et Elisabeth Wollman [7] ont décrit une lyse « secondaire » 
du staphylocoque, qu’ils attribuent 4 une « lysine », mais sans 
multiplication de phage. Ce n’est pas le cas, puisque nous verrons 
qu’il y a multiplication de phage. 

Il est certain que cette lyse est due a des phages. En effet, il 
suffit d’étaler sur des plaques de gélose quelques gouttes de ces 
cullures secondaires, dans les cas ott la lyse n’est pas apparente, 
pour voir se révéler des aspects de lyse bactériophagique sur 
gélose. 

En général, au lieu d’une couche microbienne continue et 
épaisse qu’on pouvait s’attendre d’obtenir, on a une culture 
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maigre presque nulle : soit une mince couche microbienne for- 
mant un fond bordé vers la périphérie de débris de culture plus 
épais et déchiquetés et sur lesquels se détachent des colonies 
séparées [lyse subtotale avec colonies secondaires] (fig. 1); soil 
un fond de gélose nue sur laquelle apparaissent secondairement 
des colonies séparées (lyse totale avec colonies secondaires). 
Beaucoup plus rarement, on observe une couche bactérienne 
4’ peu pres continue, mais trouée de plages. , 

A partir de telles cultures sur gélose, les essais de subcultures 


Fic. 14. — Subculture sur E.P. gélosée d'une culture secondaire 
attaquée par le phage mutant. Lyse subtotale avec repousse. 


en milieu liquide sont souvent négatifs, car les cultures repiquées 
sont lysées par les phages qu’elles contiennent. Par contre, un 
deuxiéme passage sur gélose les débarrasse de ce phage et elles 
deviennent repiquables en milieu liquide. 

Si, au lieu d’étaler sur gélose Ja culture initiale en totalité, 
on étale une dilution & 10-* ou 10-* de cette méme culture, 
on obtient des colonies immédiatement repiquables en milieu 
liquide, car le phage actif sur elles a été éliminé par la dilution. 

Enfin, la méme culture initiale réensemencée dans un milieu 
synthétique neuf donne au bout de quelques heures une pousse 
plus ou moins abondante, suivie de lyse. De sorte que, si on se 
borne & examiner la culture au bout de dix-huit a vingt-quatre 
heures on peut croire que la culture ne s’est pas développée. 

Tout cela montre que les bactéries dites « résistantes » de Ja 
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culture secondaire peuvent étre atteintes 4 un moment donné par 
un phage présent dans le milieu. 

_Nous verrons dvailleurs plus loin que le phage en question 
sest mulliphé dans ce milieu méme, ce qui achéve de démontrer 
lorigine bactériophagique de la lyse secondaire. 

Dés lors, quatre hypotheses étaient a envisager : 

a) Les bactéries de la culture secondaire ne seraient pas réel- 
lement résistantes a C,,. Elles seraient momentanément Aa |’abri 
de son action. 

b) Ces bactéries seraient des mutants résistants, dont la muta- 
lion serait réversible. 

ce} Certaimes bactéries de la culture secondaire seraient lyso- 
génes pour certaines autres. 

d) Des phages mutés actifs sur les bactéries résistantes & Cy, 
normal apparaitraient dans le milieu. 

Les expériences suivantes montrent que la derniére hypothése 
seule est valable. 

a) Si la premiére hypothése était vraie, les phages C,, d’un 
lysat normal] devraient se multipher normalement dans une sub- 
culture ensemencée avec notre culture secondaire centrifugée el 
lavée. I] n’en est rien. Soit par exemple un lysat dont I goutte 
dune dilution a 10~* donne 200 plages sur la souche originelle : 
I goutte de ce lysat non dilué ne donne que quelques plages avec 
les bactéries de la culture secondaire. 

b) La deuxiéme hypothése (mutation réversible des bactéries) 
n’est pas valable non plus, pour plusieurs raisons : 

Des échantillons de la culture secondaire prélevés 4 différents 
temps, centrifugés et lavés, présentent tous exactement la méme 
résistance au phage C,, (elles donnent seulement quelques plages 
avec un lysat non dilué de titre élevé). Des souches isolées a 
partir de ces échantillons et 4 partir de diverses colonies secon- 
daires sur gélose, quel que soit le nombre de repiquages de ces 
souches, donnent encore le méme résultat avec le phage C,, (une 
douzaine de plages avec un lysat non dilué). Rappelons qu'une 
goutte d’une dilution & 10—* de ce méme lysat donne, avec la 
souche Sn, 200 plages. 

Bien plus, il a été impossible de provoquer la mutation réver- 
sible d’une souche Sr par des contacts prolongés et répétés avec 
une grande quantité de phages. Nos essais ont ¢té faits de la 
facon suivante : 

Dans un milieu synthétique ensemencé avec cette souche, on 
ajoutait une grande quantité d’un lysat. Aprés vingt-quatre heures 
ou quarante-huit heures, on réensemengait la culture en masse 
dans un milieu synthétique neuf, avec une nouvelle quantité de 
phages égale a la premiére. On faisait ainsi six passages cons¢- 
cutifs, et aprés chacun d’eux on étalait, d’une part avec une pré- 
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paration de C,.n convenablement dilué (8), les bactéries centri- 
fugées et lavées et, d’autre part, avec la souche Sn le surnageant. 
Alors que le second étalement donnait des plages, le premier 
n’en donnait jamais. La résistance de la souche Sr au phage C,,n 
est done un caractére parfaitement stable. 

c) La troisiéme hypothése (présence de bactéries lysogénes) 
a été facilement éliminée par l’examen des diverses souches Sr 
isolées. Non seulement elles ne sont pas lysogénes, mais il est 
trés facile de les séparer des phages. 

d) La quatriéme hypothése (mutation du phage) a été, au 
contraire, pleinement vérifiée. 

Déja nous avons montré plusieurs fois dans les lignes qui pré- 
cédent que les lysats de titre élevé (dont I goutte a la dilu- 
tion 10-* donne 200 plages) contiennent toujours quelques phages 
actifs sur les souches Sr. Ce sont les phages C,,w. Il sera 
démontré, dans la suite, que ce sont ces derniers phages qui se 
multiplent aux dépens des bactéries résistantes aux phages nor- 
maux (C,,n) de la culture secondaire. 

Nous allons maintenant éludier successivement 

Les conditions de la mutation du phage, 

Les caractéres particuliers des mutants, 

Leur mode de multiplication. 


I, —- ConDITIONS DE LA MUTATION DU PHAGE C,,n. 


Nos préparations habituelles de phages sont faites dans des 
conditions standard, indiquées dans les publications antérieures. 
Nous oblenons ainsi un ttre optimum (entre 6 x 10° el 
2 x 10° phages par centimetre cube). Il est important de rap- 
peler que nous introduisons dans la culture quelques gouttes 
dun lysat trés dilué, de fagon A avoir au départ environ 
10.000 phages dans un total de 10 cm*® de culture. Nous avons 
vu quune goutte d’une dilution & 10—* d’un lvsat préparé par 
cetle méthode, élalée avee la souche normale, donne régulié- 
rement quelques centaines de plages, alors que V gouttes du 
méme lysat non dilué, étalées avec la souche Sr, en donnent une 
quinzaine, 

Nous avons élalé une dizaine de préparations failes suivant la 
méme méthode, les unes récentes, les autres conservées depuis 
un temps plus ou moins long, allant jusqu’a deux ans. Le titre 
avait plus ou moins baissé, mais le rapport des nombres res- 
pectifs de plages sur la souche Sr et sur la souche Sn restait de 
méme ordre: entre 10—7 et 10-* (en moyenne 2 x 10-%). Ce rap- 


(3) Nous verrons plus loin que la dilution élimine les mutants 
C,,.W 
16 ~ 
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port est égal au taux de mutation du phage C,,n en ce qui 
concerne le mutant C,,w. La probabilité de présence d’un 
phage C,,w parmi les 10.000 introduits au début est néglieable, 
et tous les mutants C,,w existant a la fin peuvent étre considérés 
comme apparus au cours de la multiplication. En effet, nous 
avons montré ailleurs [6] que dans ces conditions presque toutes 
les multiplications de phages se font a la fin et on peut négliger 
le cas ot une mutation précoce serait a l’origine d’un clone de 
phages C,,wWw. 

Si on prépare des lysats avec plus de 1.000 phages par centi- 
métre cube, deux cas sont a distinguer : 

1° Le nombre de phages introduits est assez petit (moins 
de 10’) pour que la probabilité d’introduire un phage C,,w soit 
encore 4 peu prés négligeable. Les deux types de phages seront 
presque toujours aprés la lyse dans le méme rapport (environ 
2x 10—). 

2° On introduit dans la culture plus de 10’ phages au total, 
avec, dans le nombre, un ou plusieurs phages du type C,,w. 
Ceux-ci vont se multiplier en méme temps que les phages C,,n 
(nous verrons qu’ils n’ont pas perdu leur activité sur la souche Sn). 

Finalement, les lysats préparés avec beaucoup de phages 
contiennent davantage de phages C,,w et en nombre plus 
variable. Les uns sont issus de la multiplication des mutants C,,w 
présents au départ et les autres sont des mutants apparus au 
cours de la multiplication des phages C,,n. 

Aprés une série de lyses effectuées chacune avec une grande 
quantité de phages, on peut obtenir une souche de phages 
complétement mutée. Il faut donc, pour conserver ses caractéres 
& une souche de phages qui donne des mutants du type C,,.w, 
mettre trés peu de phages A chaque passage sur la souche 
sensible, 


II. — IsoveMENT DU PHAGE C,,W. 


Un lysat standard, laissé a l’étuve longtemps aprés l’apparition 
de la culture secondaire, contient done une quantité notable de 
phages C,,w. 

Si on centrifuge cette préparation et si on étale le surnageant 
convenablement dilué sur la souche Sr, sur un milieu synthétique 
gélosé (4), on obtient des plages trés nettes. On préleve sur une 
plage des phages qu’on met en suspension dans du bouillon et 
on filtre, On fait multiplier sur la souche Sr en milieu synthétique 
liquide, on centrifuge et on étale une dilution du surnageant sur 
gélose, de fagon a obtenir de nouveau des plages. En recommen- 
cant plusieurs passages sur gélose, alternés avec des passages 


(4) Nous verrons plus bas pourquoi nous avons choisi ce milieu. 
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‘ a 2 2 Fi . iar 2 
en milieu liquide, on oblient un phage C,,w, a l'état pur, qui 
a servi a toutes les expériences ultérieurement et qui n’a plus 
été entretenu que sur la souche Sr. 


Ill. — Caracrkres DU PHAGE C©,,W. 


a) ASPECT DES PLAGES SUR LA SOUCHE Sr. — En eau peptonée 
yélosée, les plages du phage C,,w sur la souche Sr ont un aspect 
tres différent de celles de C,,n sur Sn. Ces derniéres sont de 


Fic. 2. — Etalement du mutant C,,w sur E.P. gélosée, 
montrant deux types de plages (il ne s’agit pas d’un mélange de deux phages). 


tailles peu différentes les unes des autres (environ 1 mm. de dia- 
métre) ; leurs bords sont nets, comme taillés a l’emporte-piéce 
dans la couche microbienne ; leur fond est constitué par la gélose 
nue. Les plages du phage mutant sur la souche Sr sont de tailles 
{rés inégales, les unes minuscules, les autres approchant celles 
du phage C,,n sur Sn. Mais la plupart sont plus petites et la 
moyenne des tailles est neltement inférieure. Quelques-unes sont 
nettes. La plupart ne le sont pas. Leurs bords sont peu marqués, 
leur fond est occupé par une mince couche microbienne plus ou 
moins continue. Elles ont souvent un aspect flou, comme dans 
une photographie bougée. Beaucoup, minuscules ou trés floues, 
sont trés difficiles & voir, de sorte qu’une numéralion exacte est 
i peu prés impossible. (La fig. 2 montre les deux types de plages.) 

En milieu synthétique gélosé, au contraire, C,,w donne sur Sr 


MUTATION DU PHAGE C,, 343 


des plages nettes, bien percées, dont la taille moyenne est plus 
grande quen E. P. gélosée. Elles sont semblables aux plages 
du phage C,,n sur la souche Sn, mais un peu plus petites en 
moyenne et souvent moins nettes. 

Une méme préparation de C,,w étalée sur la souche Sr donne 
toujours plus de plages dans ce milieu, qu’en E. P. gélosée. 
C’est pourquoi nous l’avons utilisé pour toutes les expériences 
sur C,,W. 


b) ASPECT DES PLAGES DE C,,W SUR LA soucne Sn. — Le phage 
muté, en acquérant l’activité sur Sr, n’a pas perdu son activité 
sur Sn. Il donne sur Sn des plages dans |’ensemble plus nettes 
et plus grandes que sur Sr, mais toujours avec un certain nombre 
de plages floues, ce qu’on n’observe jamais avec le phage C,,n. 


c) ACTIVITE COMPAREE DE C,,W SUR LES DEUX TYPES DE SOUCHE. 
— Aprés de nombreux passages sur Sr, le mutant produit donc 
toujours des plages sur les deux souches. Inversement, des pas- 
sages successifs sur Sn ne lui font pas perdre son activité sur Sr. 
Les deux activités font donc bien partie du patrimoine hérédi- 
taire du mutant. 

Mais deux particularités du phage mutant doivent retenir 
l’attention du point de vue de ses activités : d’une part, ses lysats 
donnent presque toujours plus de plages sur la souche Sn que 
sur la souche Sr; d’autre part, les deux activités n’évoluent pas 
parallélement avec le temps. 

Aprés la lyse (plus ou moins complete) de la culture secon- 
daire, étudiée au début de ce travail, il n’est pas étonnant que 
les lysats donnent plus de plages sur Sn que sur Sr, car les 
conditions n’ont pas permis au phage mutant d’atteindre un 
titre aussi élevé que le phage normal. Mais apres plusieurs 
passages sur Sn, tous les phages des lysats sont issus de 
phages C,,w multipliés sur la souche Sr ; et pourtant, ces lysats 
donnent souvent plus de plages sur Sn que sur Sr; on peut 
done admetire qu’ils contiennent, dans ces cas, deux types de 
phages : l’un a double activité (sur Sr et sur Sn), l’autre acti 
seulement sur Sn (5). En appelant pSr et pSn les nombres 
respectifs de plages obtenus sur chacune des deux souches, le rap- 
port des nombres de phages de chacun Ay deux types contenus 

‘ eles nee OTe * 
dans un méme volume de lysat est pon-apsn 

Immédiatement apres la lyse ce rapport est généralement supé- 
ricur ou égal 4 1; on peut considérer que tous les phages ou 


(5) Les étalements de la souche Sn sont faits sur E. P; ‘gélosée, 
ceux de la souche Sr sur M. S. gélosée, 
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presque tous les phages sont du type 4 double activité, les erreurs 
possibles de titrages ne permettant pas d’affirmer que tous le 
sont. Quelquefois, il semble y avoir d’emblée un exces net de 
phages actifs sur Sn seul. , 

Mais alors que l’activité sur Sn est assez stable, l’activité sur Sr 
diminue plus ou moins vite au cours du temps, Cette diminution 
ne parait obéir a aucune régle. Le rapport peut ¢tre déja tombé 
i 10-? au bout de vingt-quatre heures ; d’autres fois la baisse 
est beaucoup plus lente et il faut plusieurs mois pour que les 
phages a double activité soient réduits a quelques unités, le rap- 
port tombant 4 10—* par exemple. 

Il persiste dans la régle une certaine activité résiduelle sur Sr. 
Mais, exceptionnellement, elle peut disparaitre totalement, alors 
que sur Sn le titre reste plus ou moins élevé. Une telle disparition 
demandait, d’ailleurs, généralement plusieurs mois, sauf dans 
un cas ol, au bout de quinze jours, un lysat, qui comptait a l’ori- 
gine environ 10* phages par cenlimétre cube, dont un quart était 
aclif sur Sr, n’avait plus que 5x10? phages actifs sur Sn et 
aucun actif sur Sr. 

Celle disparition par vieillissement de lactivité sur Sr chez 
des phages au repos ne subissant aucune multiplication est un 
phénoméne singulier sur lequel nous reviendrons. Ajoutons que 
ces phages semblent garder la capacité de transmettre a leur 
descendance l’activilé sur Sr quwils ont perdue eux-mémes. Mais 
les expériences a ce sujet sont difficiles et une conclusion absolue 
n'est pas encore possible. 


d) DirFICULTES DES TITRAGES DE C,,w. D’aprés ce qui pré- 
cede, ul est évident que les titrages de ce phage doivent étre faits 
en M.S. gélosé. Mais, bien que les plages y soient suffisamment 
nettles, on note souvent des anomalies dans les titrages, Le nombre 
des plages n’est pas toujours proportionnel a la dilution. I] est 
fréquent de compter beaucoup moins de plages a une dilution 
donnée (par exemple dix fois moins de plages) qu’on ne devait 
s’y attendre d’aprés le nombre de plages observées a la dilution 
précédente. Ces anomalies sont beaucoup plus fréquentes sur 
IK. P. gélosée, mais s’observent encore dans le M. S. gélosé. Il 
manque peut-Ctre encore a ce milieu quelque facteur favorisant 
Vaction du phage mutant sur Ja souche Sr. 


é) SENSIBILITE AU FORMOL DE C,,w. — Un autre caractére du 
mutant est qu’il est plus sensible au formol que le phage C,,n. De 
trés petites concentrations de formol pratiquement sans action sur 
les bactéries et sur Je phage ©,,n sont capables d’inactiver 
OC,,w. Celle propriété a été mise en évidence a la suite d’essais 
de stérilisation par Je formol de lysats non filtrés de titre élevé 
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(aux environs de 10°). Nous avons eu la surprise de constater 
que dans les lysats additionnés d’une trés petite quantité de 
formol (la concentration de formol dans les lysats était de 1/90.000 
et 1/30.000, les cultures résistantes secondaires étaient beaucoup 
plus abondantes que dans les témoins. 

Des expériences ultérieures ont montré que de telles concen- 
trations de formol n’exercent aucune action stimulante sur les 
souches de type Sn ou Sr, quelle que soit la quantité de 
germes ensemencée (de 1 a 10%). En général, elles n’influent pas 
sur le développement de la culture : parfois (pour de petits en3e- 
mencements) la culture est légerement retardée. 

Les concentrations de 1/90.000 et de 1/30.000 de formol n’inac- 
livent pas les phages C,,n et n’inhibent pas leur multiplication 
sur la souche Sn, ni la lyse de celle-ci. Il faut arriver aux concen- 
trations de 1/15.000 et de 1/10.000 de formol pour observer une 
action sur la multiplication du germe, sur celle du phage C,,n 
et sur l’activité de ce phage. Cette action s’accentue pour des 
concentrations plus élevées. 

Par contre, nous avons pu démontrer par les expériences sul- 
vantes que les petites doses de formol inactivent électivement le 
phage C,,Ww. 

Exp. I. — On ensemence une série de tubes, contenant 10 cm® de 
M. S. avec une méme quantité de culture de Sr, et dans chacun 
on introduit 0,5 cm* d’un lysat contenant 3 x 10° phages C,,n 
et 210 phages C,,w, et diverses quantités de formol. Aprés vingt- 
quatre heures d’étuve, on examine l’opacité des cultures et on 
titre Jes phages sur Sr et sur Sn. 


TABLEAU 1. 
TITRE FINAL 
CONCENTRATION ‘ 
OPACITE 
ema Sur Sr Sur Sn 

(DE ¢ Balen. WEY tee Aes 6X 107 2, 10° + 
AO! OOO, cree aes 2 xX 10* Dis 40° ++4++ 
go 465 nye 40° +4++4++ 

5x1 2, =i 


On voit que les phages C,,w sont sensibles a de petiles concen- 
trations de formol (1/90.000 et 1/30.000) qui sont sans action 
sur les phages C,,n et sur les bactéries : d’ou le développement 
plus grand de celles-ci quand la culture contient de telles doses 
de formol. On reproduit ainsi: ce qui se passe dans les lysats 
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non filtrés de titre élevé traités par le formol. La concentration 
de 1/15.000 agit déja aussi sur les bactéries ; celles de 1/10.000 
et au-dessus inactivent une partie des phages C,,n et empéchent 
partiellement ou totalement la multiplication des bactéries. 

Exp. Il. — Les données sont exactement les mémes que dans 
l'expérience précédente, sauf une seule: le phage est dilué au 
1/300. Les 0,5 em® de cette dilution contiennent 107 phages O,,n 
et pas de phage C,.w. Cette fois, les cultures contenant une 
concentration de 1/90.000 et 1/30.000 de formol ne se développent 
pas plus vile que les témoins. Pour les concentrations de formol 
plus élevées, les résultats sont'les mémes que dans l’expérience 
précédente. Cette contre-épreuve achéve de prouver que c’est 
l’inactivation partielle de C,,w qui explique le développement plus 
erand des cultures secondaires dans les lysats additionnés de 
petites quantités de formol. 

D’autres expériences seraient nécessaires pour préciser si 
inactivation de C,,w par le formol est totale, ou si elle ne porte 
que sur son activité sur Sr, respectant son activité sur Sn. 


CONDITIONS DE MULTIPLICATION DU MUTANT C,,W. 


On ne peut pas étudier quantitativement la multiplication de 
(,,W dans les conditions des expériences relatées au début de 
ce travail, car les nouveaux phages de ce type apparaissent a 
la fois par mutation et par multiplication de ceux qui sont déja 
présents. 

Nous avons done utilisé Vaction en E. P., sur la souche Sn, 
de préparations ne contenant que des phages C,,w. Voici les 
caractéres principaux de cette multiplication, dont certains ont 
déja été mentionnés plus haut : 

a) Ce phage peut se multiplier sur les deux souches Sr et Sn. 

b) Quelle que soit la souche sur laquelle on l’a fait multiplier, 
on obtient des titres élevés sur les deux souches. I] s’agit done 
bien d'un méme phage C,,w a double activité. 

Exp. — Diverses quantités de C,,w provenant d’un lysat frai- 
chement préparé et ayant (ce qui est assez rare, comme nous 
allons le voir) la méme activité sur les deux souches, sont intro- 
duites dans les cultures de chacune d’elles. Aprés la multipli- 
cation du phage, chaque nouveau lysat donne sur les deux souches 
a peu prés le méme nombre de plages. 

c) Tl suffit de faire multiplier sur Sr un trés petit nombre 
de phages C,,w, peut-étre un seul, pour obtenir un titre élevé et 
une lyse. C’est ainsi qu’en introduisant dans une culture de Sr 
une quantité d’un lysat normal de C©,, suffisante pour qu'il 
contienne quelques phages C,w, on voit se multiplier le 
phage C,,w et lui seul, puisque la culture ne contient pas de 
bactéries Sn. 
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_ Exp. — 1 cm* d’un lysat de C,, contenant 6 x 10° phages 
O,,n et 42 phages C,,w est introduit dans une cullure de Sr en 
M.S. Pendant les trois premiéres heures, il n’y a aucune multi- 
plication ; au bout de quatre heures, on trouve 10* phages C,,w 
par centimetre cube dans le lysat. La lyse survient au bout de 
huit heures, avec un titre de 107 phages par centimetre cube. 

Le nombre de phages C,,n n’a pas changé. 

d) Aprés multiplication du phage C,,w sur Sr, le titre final 
sur Sr n’est jamais supérieur au titre sur Sn. Il lui est rarement 
égal, souvent légérement inféricur, parfois trés inférieur. 

Nous pouvons maintenant interpréter nos premieres observa- 
tions de lyse de la culture secondaire en M. S., relatées au début 
de ce travail et expliquer |’inconstance apparente de Ja lyse secon- 
daire. Deux cas sont a distinguer suivant la quantité de phages 
introduite initialement dans un milieu, comptant environ 5 x 107 
germes par centimétre cube. 

Dans un premier cas, on introduit peu de phages (environ 
1.000 par centimétre cube). La grande majorité des phages est 
libérée en fin de multiplication. I] est done probable que c’est 
a ce moment que la plupart des phages mutants apparaissent. 
La lyse survient A ce moment, puis la culture secondaire se déve- 
loppe ; mais les phages mutants se multiphient aux dépens de 
celle-ci et la lysent partiellement. Cette lyse secondaire est con- 
firmée par le fait que la culture secondaire est plus abondante 
dans les lysats oti les phages mutants sont inaclivés par de petites 
quantités de formol. 

Dans le deuxiéme cas, une grande quantité de phages est intro- 
duite dans la culture, qui contient donc, dés le début, un certain 
nombre de phages C,,w. Comme ceux-ci sont aussi actifs sur 
la souche sensible que sur la souche résistante, ils se multiplient 
d’abord sur les bactéries sensibles et, au moment de l’apparition 
de la souche résistante, ils se trouvent déja assez nombreux pour 
Yattaquer de facon beaucoup plus intense que dans le premier 
cas ; la lyse secondaire peut étre apparente. 

Dans d’autres cas, enfin, apres la lyse, l’apparition de la cul- 
ture secondaire peut étre retardée par la présence des phages 
C,.w. Ces cas sont exceptionnels et dépendent probablement 
encore d’autres facteurs. 

On s’explique done que la vitesse d’apparition et la densité de 
la culture secondaire en M.S. varient beaucoup suivant les cas. 
Nous allons voir que le milieu de culture exerce aussi une 


influence sur la lyse. 


e) INFLUENCE DU MILIEU SUR LA MULTIPLICATION DU PHAGE C,,W. — 
Toutes les expériences, jusqu’ici, étaient faites en M. S. Mais 
alors que C,,n sur la souche Sn se multiple de Ja méme facon 
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en eau peplonée, en bouillon et en milieu synthétique, nous allons 
voir que son mutant C,,w sur la souche Sr se multiple mieux en 
milieu synthétique que dans les deux autres milieux. Ajoutons 
que le phage C,<n lyse complétement les cultures dans les trois 
milieux, alors que le phage mutant produit rarement une lyse 
prononeée, et seulement en milieu synthétique. 

Les expériences ont été faites de la fagon suivante : dans 
10 em® de chacun des trois milieux, on introduit 0,5 cm® de la 
méme préparation de C,, normal et environ 10° bactéries de ta 
souche Sr provenant d’une culture de dix-huit heures. 

Au départ, le milieu contient 3 x 108 phages actifs sur li 
souche Sn, dont 21 sont aussi actifs sur Sr (phages C,.w). Les 
lilrages ont été faits au bout de six heures. On remarquera l’aug- 
mentation de titre sur Sn de C,,w apres la seule multiplication 
sur Sr. Elle sert de contréle & laugmentation sur Sr (tableau IJ). 
Tasteau Il. — Titres respectifs sur les deux souches Sr et Sn aprés 


multiplication de C,, w sur Sr dans différents milieux; moyenne 
de deux expériences (en phages par centimétre cube.) 


TITRE 
MILIEUX 
Sur Sr Sur Sn 
Be Mp. patois te. easy tates 4,6 < 405 2,8 x 4108 
Bouillon Pix ; DB Cer 
M.S. . 6 <41165 A 4h? 


Iktant donné que la multiplication des bactéries est la méme 
dans les trois milieux, on doit penser que les différences de mul- 
liplication du phage C,,w sont dues aux exigences particuliéres 
de celui-ci, Nous avons montré dans une publication précé- 
dente [5)-qu’un mutant de méme type du phage S,, ne se multi- 
plait pas en bouillon, et que la raison en était probablement une 
certaine concentration de phosphates dans ce milieu. Cependant, 
dans le cas présent, nous n’avons pas obtenu d’amélioration en 
modifiant Ja concentration des phosphates. 


INFLUENCE DU CALCIUM. — Certaines expériences ont paru mon- 
rer qu’en ajoutant une faible quantité de calcium dans le milieu 
synthélique, on pourrait encore améliorer la multiplication de 
©,,w. Pour citer une de ces expériences : dans un milieu addi- 
tionné de 13 mg de CaCl? par litre, le titre obtenu était 8,7 x 10° 
phages par centimétre cube ; avec 26 mg. par litre, on avait 
2,8 x 10° ; avec 40 mg., on avait 5x 10%. Dans le dernier cas, la 
culture était lysée. Un témoin sans CaCl? donnait 1,5 x 10° phages 


MUTATION DU PHAGE C,, 349 


par centimetre cube sans lyse. Il est vrai que, d’autres fois, on a 
obtenu sans addition de CaCl? des titres supérieurs aux meilleurs 
des précédents, La question n’est donc pas résolue. Néanmoins, 
depuis ces expériences, nous utilisons pour les titrages de C,,w 


un muieu synthétique gélosé additionné d’environ 40 mg. de 
CaCl’ par litre. 


/) VaRIABILITE DES MUTANTS C,,Ww. — Tous les caractéres étudiés 
jusqu’ici appartiennent en propre aux phages C,,w et sont com- 
muns a tous ceux-ci. On sait que pour toutes les espéces de 
phages, il existe dans un méme lysat des phages présentant des 
variations individuelles non héréditaires. Ces variations sont 
extraordinairement fréquentes chez C,.w. 

La grande variabilité des plages, en particulier sur la souche 
Sr en E. P. gélosée, a déja été signalée. Bien que toutes soient 
assez petites, il y a entre elles des différences de taille frappantes 
(fig. 2) avec tous les intermédiaires entre la plage minuscule, a 
peine visible a |’ceil nu et la plage de 1 mm. de diamétre. Le fond 
est tantot bien percé, tantot flou. Il est probable que certains des 
phages ne donnent pas toujours des plages, d’ot' les anomalies 
de titrage. 

Si l’on préléve avec un fil de platine des phages a la surface 
d'une plage de C,;,w sur Sr, qu’on porte le prélévement dans 
quelques centimetres cubes de bouillon, qu’on filtre et qu’on 
étale quelques gouttes du filtrat sur la souche Sr, on obtient des 
plages dont tous les phages sont issus d’un ancétre commun et 
qui; pourtant, different les unes des autres par la taille et l’aspect. 
Des prélévements a la surface de plusieurs d’entre elles sont 
alors traités comme le prélévement précédent et chaque filtrat 
est étalé sur chacune des deux souches Sr et Sn. On compare 
le nombre de plages sur chaque souche et on constate que presque 
chaque filtrat a des particularités : 

Le rapport des deux activités varie, par exemple, de 1/10* a 
1/10 avec des intermédiaires ; les plages sont tantét bien percées 
sur les deux souches, tantdt floues sur les deux, tantdt mieux 
percées sur l’une que sur l'autre. _ 

Enfin, si, dans toutes les expériences comparatives, nous avons 
observé une multiplication meilleure en M.S., il faut noter de 
grandes variations dans les multiplications constatées entre plu- 
sieurs expériences faites dans le méme milieu et dans les mémes 
conditions. La raison nous en échappe actuellement. 


DiIscUSSION. 


Aprés la lyse en milieu liquide de la culture sensible, l’action 
du phage mutant C.:sw se manifeste par une lyse partielle et 
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inconstante de la culture secondaire et par l’impossibilité d’obte- 
nir, a partir de celle-ci, des subcultures bien développées. Nous 
avons observé avec d’autres phages (par exemple, un phage actil 
sur S. Danisz que nous avons isolé d’une eau d’égout) des cas ou, 
alors que la multiplication du phage est terminée, il persiste 
une culture abondante a partir de laquelle on n’obtient que des 
subcultures clairsemées ou nulles. Mais ces cas sont différents 
en ce sens qu’aucune lyse apparente ne s’est produite, que les 
bactéries de Ja culture sont sensibles au phage originel, et qui 
n’y a pas, dans le lysat, de phages mutants actifs sur les bactéries 
résistantes. Nous y reviendrons dans une publication ultérieure. 

Luria [3] a décrit un mutant du phage T, actif sur les bactéries 
de la souche coli B-résistantes au phage initial. Des phages 
mutants caractérisés par les dimensions et l’aspect de leurs 
plages (Hershey {2]) ou par leurs besoins biochimiques (Del- 
brick [4]) ont été également décrits. Le mutant C,,w présente 
i la fois ces trois types de caractéres. 

Au point de vue biochimique, nous avons observé que le M. S. 
est plus favorable 4 la multiplication de C,.w que l’eau peptonée 
ou le bouillon ; mais nous n’avons pas pu en trouver la raison ; 
nous avons vérifié que l’équilibre ionique en ce qui concerne 
PO,+++ el Ca++ n’est pas en cause, comme c’était le cas 
pour un mutant de S,, (R. Wahl et L. Blum-Emerique [5}). 

Par ailleurs, on observe chez le mutant C,,w une _ instabilité 
trés particuliére de son activité sur la souche Sr. Celle-ci disparait 
plus ou moins complétement sous l’action du vieillissement (pro- 
bablement par oxydation) ou de petites doses de formol, alors 
que l’activité sur Sn résiste beaucoup mieux, On ne peut néan- 
moins préciser actuellement si cette action du formol s’exerce 
a la fois sur les deux activités ou seulement sur l’activité sur Sr. 

On ne peut pas douter, cependant, que cette activité sur Sr 
ne soit acquise par une mutation, comme le prouvent la cons- 
tance du taux de son apparition, son hérédité, qui se transmet 
aux descendants par multiplication aussi bien sur la  souche 
sensible que sur la souche résistante, et, dans le premier eas, 
peut-étre méme par des phages ayant perdu cette activité sur Sr 
par vieillissement. Cependant, la transmission par hérédité de ce 
caractére n’est pas constante, puisque les lysats de Sr obtenus 
avec les phages C,,w contiennent trés souvent des phages actifs 
seulement sur Sn. Hy a la un point qui ne parait pas actuellement 
explicable. 

L’aspect flou des plages de C,,w sur la souche Sr est proba- 
blement di a ce qu’une partie seulement des phages présents 
sur la plage est capable de lyser les bactéries de cette souche. 
Kn effet, les phages C,,w ne lysent jamais netlement en eau 
peptonée une culture de Sr. En MS., VPactivité du phage mutant 
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est plus grande, la lyse souvent plus avancée, ce qui explique 
que sur M.S. gélosé, les plages sont généralement plus nettes, 
plus grandes et plus nombreuses. 

On peut obtenir des plages d’aspect analogue (petites et floues) 
en élalant le phage C,,n sur un mélange de bactéries des deux 
types (Sr et Sn). Il faut, pour cela, qu’il y ait dans le mélange 
plus de bactéries Sr que de bactéries Sn. Dans le cas de la 
figure 38, il y avait neuf fois plus de bactéries Sr. Quand les 
bactéries Sr sont en trop grand excés, il ne se forme plus de 
plages. 

Au type de mutation étudié dans le présent travail, se rattachent 


Fic. 3. — Modification des plages suivant la résistance de la souche. Cjgn : 
a gauche sur la souche Sn; 4 droite sur un mélange de 1/10 de Sn et 9/10 
de Sr. 


les cas gui feront l’objet d’une prochaine publication, ot les 
plages du phage mutant apparaissent sur des cultures secondaires 
a lVintérieur des plages initiales. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° La lyse des cultures secondaires de Y6R aprés la_ lyse 
par le phage C,, est due 4 un mutant de ce phage. De tels cas 
sont 4 distinguer des lyses secondaires par une lysine et de ceux 
ou des bactéries sensibles non atteintes d’abord par le phage 
sont lysées dans les subcultures. 

2° La mutation étudiée se produit au taux de 2 x 10~* environ 
chaque fois qu’il y a multiplication du phage C,. sur la souche 
Y6R. C’est dire que pour éviter d’augmenter le nombre des 
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mutants, lout en obtenant des lysats de titre élevé, il faut n’intro- 
duire A chaque passage qu’un petit nombre de phages dans une 
culture contenant un grand nombre de bactéries. 

3° La mutation est caractérisée par l’apparition simultanée 
de plusieurs caractéres : activité sur les hactéries résistantes 1u 
phage non muté; modification de la taille et de Vaspect des 
plages, sensibilité plus grande au formol, différences de multi- 
plication du phage en milieu synthétique, en eau peptonée cl 
en bouillon, 

4° L’activité des préparations de phages mutants sur les 
bactéries normales est conservée, elle est généralement plus grande 
que leur activité sur les bactéries résistantes. Celle-ci est d’ailleurs 
moins stable que la premiére. Les phages mutants la transmettent 
cependant a leur descendance méme par multiplications succes- 
sives sur la souche normale. 

Ce dernier caractére montre l’intérét qu’il y a, méme au point 
de vue pratique, d’étudier soigneusement les besoins biochimiques, 
des phages et de leurs mutants de fagon a choisir judicieusement 
in milieu de culture pour réaliser les meilleures conditions, sui- 
vant qu’on désire obtenir la multiplication d’un mutant ou, au 
contraire, conserver au phage ses caractéres primilifs. 

5° Les phages mutants présentent des variations individuelles 
nombreuses, portant sur le rapport des activités sur les deux 
souches, sur l’aspect et sur la taille des plages. 

6° Au point de vue génétique, cette étude met en évidence 
(une part, une mutation ot plusieurs caractéres nouveaux appa- 
raissent et, d’autre part, linstabilité d’un caractére génétique 
apparu par mutation. Les phages qui l’ont perdu  paraissent 
encore capables de le transmettre par hérédité. 
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L'IDENTIFICATION DES STAPHYLOCOQUES 
PAR LES BACTERIOPHAGES - 


1. — APPLICATION 
AUX STAPHYLOCOCCIES CUTANEES RECIDIVANTES 


par R. WAHL et P. LAPEYRE-MENSIGNAC (°*). 


(Institut Pasteur.) 


Les premiers essais d’identification de souches de staphylo- 
coques par des bactériophages sont dus a S. William et 
C. Timmins [6] et 4 R. T. Fisk [2]. 

Mais ces auteurs, utilisant des lysats préparés empiriquement 
et non titrés, n’ont pas pu pousser trés loin leurs recherches. 

J. Craigie et ses collaborateurs [4], opérant sur S. typhosa, ont 
fait faire le pas décisif a la méthode du « typing » (1) en utili- 
sant, d’une part, des phages sélectionnés et modifiés par entrai- 
nement sur des souches bactériennes particuliéres, d’autre pari, 
les dilutions critiques. 

G. S. Wilson et J. D. Atkinson |7] ont adopté la méthode de 
Craigie aux staphylocoques. 

H. Willams Smith [5] a proposé récemment des modifications 
a leur classification. 


TecunrouE. — Pour avoir des résultats constants, il imporie 
d’opérer dans des conditions standardisées dans tous les détails : 
préparation des lysats, entretien des souches, muilieux de 
culture, etc. 

Nous décrirons la technique que nous avons utilisée. C’est, 
dans ses grandes lignes, celle de Wilson et Atkinson, avec cer- 
laines modifications que nous indiquerons chemin faisant. 


1° Les BACTERIOPHAGES UTILISES sont ceux que ces auteurs ont 
sélectionnés, au nombre de 21: 3A, 3B, 3C, 6, 7, 29, 29 A, 3], 
42B, 42.C, 42D, 42E, 44, 44 A, 47, 47 Rey Ded Ge OL oe 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1949. 
‘1) Nous emploierons dans la suite ]’équivalent frangais : typage. 


354 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


et 52 A. R.E.O. Williams y a ajouté deux nouveaux phages, 
53 et 54, que nous avons utilisés aussi dans certains cas (2). 

A chaque phage correspond une souche sur laquelle il est 
entretenu a l'exclusion de toute autre, la souche homologue. 
L’entreticn du phage sur la méme ‘souche est indispensable 
pour lui conserver ses caractéres. Les plus grandes précautions 
sont nécessaires pour empécher toute mutation de cette souche. 


2° Les MILIEUX DE CULTURE. — Notre milieu courant est l'eau 
peptonée glucosée, que nous préférons au bouillon, généralement 
utilisé, parce que plus constant. Elle contient 30 g. de peptone 
Jelaf, 6 g. de NaCl et 3 g. de glucose par litre. Le pH est ajusté 
i 7,3. Le glucose est stérilisé & part en solution a 30 p. 100 et 
la quantité correspondante est ajoutée au milieu. Ce milieu con- 
vient aux cultures des souches homologues et des souches a 
identifier. 

Pour la préparation des lysats, il est additionné, apres stérili- 
sation, de III gouttes pour 10 cm* d’une solution de CaCl a 
0,4 p. 100. 

Pour les titrages de phages et les typages, le milieu est gélosé 
i 1,5 p. 100, le glucose et le CaCl’ sont ajoutés aprés fusion de 
la gélose et le milieu est coulé dans des boites de Petri de 10 em. 
de diamétre, placées sur un plan bien horizontal, & raison de 
80 cm* par boite. Aprés la prise de la gélose, la boite est ren- 
versée et laissée quarante-huit heures a l’étuve a 87°. Les cou- 
vercles sont décollés, si nécessaire, pendant le séjour a l’éluve. 
Les boites de gélose doivent étre utilisées dans les vingt-quatre 
heures qui suivent. La concentration de la gélose, |’état d’humi- 
dité de la surface influent, en effet, sur la lyse. 

Le bouillon n’est utilisé que pour la longue conservation des 
lysats a la glaciére, 

Pour l’isolement des bactéries 4 partir de l’organisme, le milieu 
de Chapman n° 2 (gélose hypersalée au mannose et rouge de 
phénol) présente tous les avantages. 

Les volumes sont mesurés avec des pipettes calibrées donnant 
XXX gouttes au centimétre cube. 

Pour déposer les gouttes de phages sur les cultures, on emploie 
des pipettes capillaires. 


3° Les cuttures. — Les cultures des souches homologues des 
divers phages sont stockées a la glaciére. Pendant un mois, on 


(2) Nous remercions vivement le D® Allison et le D™ R. EB, O. Williams 
qui, chargés successivement du service de recherche sur les staphylo- 
coques au National Public Health Laboratory de Londres, nous ont, avec 
la plus grande obligeance, procuré les phages et leurs souches homo- 
logues et nous ont aidés de leurs conseils. 


sl | 


—s 


~-“entretenues tous les mois, on reprendra les souches en tubes 
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utilise pour la préparation des lysats des subcultures de dix-huit 
heures provenant de ce méme stock. Les ensemencements sont 
faits avec V gouttes au début, puis VI, VII gouttes en fin de 
mois ; ils contiennent ainsi toujours sensiblement le méme nombre 
de germes vivants. Tous les mois, le stock est remplacé par de 
nouvelles cultures préparées de la méme facon. 

Pour une conservation plus longue, les souches sont également 
stockées a la glaciére en tubes scellés en milieu liquide, en gélose 
profonde et a l’état sec sous vide. 

Si une tendance aux mutations se manifeste dans les souches 


scellés, qui se conservent plusieurs mois. 


.. Les souches a identifier sont isolées a partir des colonies obte- 


nues sur‘milieu de Chapman n° 2. On préléve sur plusieurs 
colonies et on ensemence a partir de chacune d’elles un tube d’eau 
peptonée glucosée. Ces cultures de dix-huit heures servent pour 
le typage. Si les colonies sont mal isolées, ou si on soupconne 
qu’il existe plusieurs sortes de germes, un isolement intermédiaire 
est fait sur tube de gélose inclinée. Mais il est d’un intérét évident 
d’identifier la souche aprés un minimum de passages sur les 
milieux de culture. 


4° PREPARATION DES Lysats. — Wilson et Atkinson utilisent des 
filtrats de liquides de lavage d’une boite de Petri sur laquelle le 
phage a lysé sa souche homologue. Les titres obtenus different 
notablement entre eux suivant les cas, aussi bien pour une méme 
variété de phage que pour des variétés différentes. En effet, la 
concentration des phages multipliés sur la gélose est trés diffé- 
rente suivant Jes phages et, pour un méme phage, suivant les cas ; 
la filtration, par ailleurs, retient une certaine proportion de 
phages, variable suivant la composition du milieu, le genre et 
la qualité du filtre utilisé. 

Or il est utile d’avoir les titres les plus voisins possible les 
uns des autres pour toute la série de phages. C’est méme indis- 
pensable pour le présent travail, ou nous utilisons, dans certains 
cas, des lysats non dilués. On peut obtenir ce résultat a condition 
de faire multiplier les phages en milieu liquide dans des conditions 
standardisées oti les proportions de phages et de germes jouent 
un role essentiel, et en supprimant la filtration. On opére de la 
facon suivante : 

Quand sur la gélose un phage ne donne plus la lyse totale a la 
dilution 10-2 on prépare un nouveau lysat. Si le titre est encore 
assez élevé (plusieurs plages & 10-*), on procéde de la fagon sul- 
vante : 3 tubes de 10 cm? de milieu (eau peptonée glucosée addi- 
tionnée de CaCl?) sont ensemencés avec V gouttes (0,16 cm’*) 
d’une culture de dix-huit heures de la souche homologue entre- 


356 ANNALES DE L’INSTITUr PASTEUR 


tenue comme il a été indiqué plus haut, et placée a P’étuve. Une 
heure plus tard, Jes tubes recoivent respectivement I, HI et 
VI gouttes (0,033 em’, 0,1 cm’, 0,2 em*) du lysat précédent. Les 
tubes sont retirés au fur et & mesure de la lyse et ceux qui ne 
sont pas lysés au bout de cing heures sont placés quelque temps 
a la glaciére. L’ensemble de cette opéraltion sera désigné, pour 
abréger, sous le nom de « pasage ». 

Si la lyse est complete, les lysats sont titrés directement. Sinon, 
ils sont centrifugés mais non filtrés, puis titrés. 

Si le titre d’un des trois lysats est suffisant, c’est-a-dire s1 
I goutte 4 10-* donne une lyse totale et I goutte a 10~* plus de 
50 plages distinctes, le phage est utilisable. Si la lyse est totale 
a 10-4, on raméne le titre aux limites précédentes par dilution. 
Si le titre des 3 lysats est trop bas, on choisit pour faire un nou- 
veau passage celui dont le titre est le plus élevé. 

Ce passage comporte de nouveau 3 tubes, qui regoivent l'un 
le méme nombre de gouttes que celui du passage précédent. 
d’ot. provient le lysat choisi et les deux autres respectivement 
I goutte de plus et I goutte de moins. Par exemple, si le titre 
le plus élevé a été obtenu la premiére fois avec III gouttes, le 
second passage sera fait avec II, III et IV gouttes. Celui des 
3 tubes ayant le titre désiré servira aux typages. Si la prépara- 
lion dont on est parti au début avait un titre trés bas, il faut par- 
fois faire encore un troisiéme passage identique aux précédents 
pour obtenir le titre désiré. Exceptionnellement pour un _ iysat 
ne donnant plus, non dilué, que quelques plages, dans un pre- 
mier temps on remonte partiellement le titre par récupération 
des phages a partir des plages dans du bouillon que l’on filtre, 
puis on revient au titre voulu par la série des passages précé- 
dents. Les titres obtenus finalement seront tous de Vordre de 
5 x 107 a 10° (50 a 100 plages a la dilution 10-+ dans I goutte 
de la pipette capillaire). 

Finalement les lysats sont ou non centrifugés suivant que la lyse 
est totale ou non, on dépose dans chacun d’eux un cristal de thymol 
(voir R. Wahl et L. Blum-Emerique [4]) et on les place a la gla- 
ciére pendant trois jours, ce qui sulfit 4 stériliser les germes 
résistants qui subsistent toujours. Dés lors ils sont utilisables pour 
les typages. 


5° CONSERVATION DES LysAts. — La plupart conservent leur titre 
pendant un mois environ. Aprés ce temps, il faut en général faire 
un nouveau passage. Ils conservent une certaine activité au moins 
pendant deux mois. 

Quelques phages subissent une baisse de titre plus rapide et 
s’inaclivent complétement en peu de temps. C’est surtout le cas 
de 29 A. Nous avons pensé que cette fragilité pouvait étre due d 
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une sensibilité particuligrement grande a lacidité. En effet, les 
cultures de staphylocoques abaissent toujours le pH de Veau 
peptonée glucosée vers 6, 7. En ajoutant aprés la lyse a 10 cm? de 
lysat, 1 cm* d’une solution tampon de phosphates M/15 de pH 7,8, 
on raméue le pH du lysat a 7,3 et sa conservation devient égale 
a celle des autres. 

Pour l’usage courant, les lysats en eau peptonée sont conservés 
en tubes bouchés au coton, et renouvelés quand le titre est trop 
bas. Pour la longue conservation il est bon de préparer des lysats 
en bouillon (ot les phages se conservent plus longtemps qu’en 
eau peptonée), de les garder en tubes scellés, de préférence dessé- 
chés sous vide. Ces réserves de lysats doivent étre retitrées tous les 
deux mois et généralement renouvelées alors. 


6° TITRE DES LYSATS ET DILUTIONS CRITIQUES. — La dilution cri- 
tique d’un lysat est la plus grande dilution qui donne sur gélose 
une lyse totale de la souche homologue. 

Nous pensons qu’1l est important, pour avoir des résultats com- 
parables entre eux, de disposer de lysats ayant tous 4 peu prés 
le méme titre. Cela permet d’utiliser toujours la méme échelle de 
dilutions pour déterminer la dilution critique. Le travail en est 
d’ailleurs facilité. 

Tous les lysats préparés par la méthode indiquée plus haut ont 
des titres aux environs de 1,5 x 10’ par centimétre cube. Tous 
donnent une lyse totale a la dilution 10—* et des plages distinctes 
a 10. La dilution critique est donc comprise entre les deux. Quel- 
ques phages donnent souvent des lysats d’un titre un peu plus élevé 
avec une lyse totale a 10—*. On les dilue de facon a obtenir 4 10-* 
des plages distinctes. 

Ceci étant, pour déterminer la dilution critique, on fait une pre- 
miére dilution du lysat 4 10—? et a partir de celle-ci une série de 
dilutions en bouillon (3), suivant une progression géométrique de 
raison 1/2 et ne dépassant pas 10-* ; on fait done 7 dilutions, 
1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1.600, 1/3.200, 1/6.400. On prépare 
5 em* de chacune dans un tube a hémolyse de 12 cm (4). On étale 
sur boite de gélose de 10 cm. de diamétre V gouttes d’une culture 
de dix-huit heures de la souche homologue, on laisse sécher et on 
dépose I goutte de chacune des dilutions qu’on laisse également 
sécher. La boite retournée est mise a |’étuve et on |’examine au 
bout de cing heures. Elle est laissée ensuite au laboratoire Jjus- 
qu’au lendemain et examinée de nouveau. La dilution critique est 
ainsi déterminée. Elle doit donner une lyse totale sans aucun 
débris de culture primaire. On ne tiendra pas compte de la cul- 


(3) Pour assurer une meilleure conservation des phages. 
(4) Les phages doivent étre le plus possible 4 l’abri de l’air 
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ture secondaire. I] v a intérét a l’employer dans le plus bref délai 
possible. Les sept dilutions sont conservées a la glaciére. La dilu- 
lion critique peut ¢tre utilisée pendant quelques jours, plus ou 
moins longtemps suivant les phages et la dilution choisie, La 
veille de chaque typing il faut vérifier quelle donne encore une 
lyse totale avec la souche homologue. Sinon, on recherche, en 
descendant vers les dilutions inférieures, qui ont été conservées 
a la glaciére, la premiére qui donne une lyse totale. S’il en existe 
une, ce sera la nouvelle dilution critique. En cas contraire, c’est- 
a-dire si aucune dilution supérieure 4 10—? ne donne une lyse 
totale, on s’adresse au lysat initial, dont le titre baisse moins rapi- 
dement. Si une dilution comprise dans les limites définies donne 
une lyse totale, on Vutilise. Sinon, il faut préparer un nouveau 
lysal. 


7° IDENTIFICATION DES GERMES PRELEVES. — Les prélévements soat 
étalés sur milieu de Chapman n° IT et des subcultures faites en 
eau peptonée glucosée comme il a été dit plus haut. 

Apres dix-huit heures d’étuve, V gouttes de chaque subculture 
sont étalées sur une boite d’eau peptonée glucosée gélosée. Sur 
le fond de la boite 25 carrés égaux ont élé imprimés avee un tam- 
pon encreur, imbibé d'une encre & marquer sur le verre. 

Ouand la couche microbienne est séche, on dépose sur la gélose, 
au niveau de chaque carré, un petit volume d’un des lysats (5), 
selon ]’ordre numérique des phages. Il faut autant que possible 
déposer dans le carré correspondant le méme volume de chaque 
lysat. Pour cela, nous pensons quil vaut mieux laisser tomber 
une goutte d'une pipette capillaire qu’utiliser, comme Wilson et 
Atkinson, une anse de platine. 

Quand Ja surface de la gélose est bien séche, c’est-a-dire au 
bout dune demi-heure a trois-quarts d’heure environ, les boites 
sont retournées et placées a l’étuve. 

On fait une premiére lecture au moment ot la lyse apparait 
(au bout de deux a trois heures) et une seconde au bout de cing 
heures, quand elle est tout 4 fait nette. La boite est ensuite laissée 
au laboratoire. La lecture définitive est faite au bout de dix-huit 
heures ; car au bout de cing heures quelques détails peuvent pus- 
ser inapergus. Mais il faut tenir compte des deux premiéres lec- 
tures parce que la culture secondaire qui apparait aprés la lyse 
peut masquer la persistance de débris de culture primaire et méme 


parfois recouvrir toute la zone de lyse, qui pourrait ainsi passer 
inapercue. 


8° NoTATION DES RESULTATS. —- Wilson et Atkinson notent les 
résultats de la facon suivante 


(5) Ou de la dilution critique de ce lysat, si on fait le typing classique 
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Lyse totale sans culture secondaire. ........... $++4++ 
Lyse totale avec culture secondaire. .......... +++ 
Pleges semi-contuentes <2). sc.5 =f +4 a ke os ++ 
Piavesmdistinetesan mart thee ee 4. 8) eee + 
iMoinsade 20s plese sw ermine enw) Gwent ee ao 2 i 


On peut faire deux objections a cette notation 

a) La présence d’une culture secondaire ne nous parait pas 
changer la signification d’une lyse totale pour les raisons sui- 
vantes 

Il est tres rare que la culture secondaire soit totalement absente 
au bout de vingt-quatre heures. Ce n’est qu’une question de degré 
difficile 4 apprécier. Une culture secondaire abondante n’indique 
pas une attaque faible, car on observe avec des phages trés 
concentrés, trés loin de la dilution critique. Elle est fonction du 
nombre de mutants résistants de la souche, caractére variable, 
alors que le degré de lyse est un caractére plus stable des souches. 

b) Cette notation ne considére pas un degré intermédiaire 
important entre les plages semi-confluentes et la lyse totale. C’est 
la lyse subtotale avec traces de culture primaire, 4 ne pas con- 
fondre avec une culture secondaire. 

Nous utilisons donc Ja notation suivante 


Lyse totale (avec ou sans culture secondaire)... ... ++++ 
Lyse subtotale (avec traces de culture primaire). .... +++ 
PIAZE SeSOMU-COMUTCOUOS peat mpl uleh eet Mana cet ns: us ++ 
NOuTbretisessplavesndistiNCtes. wey we 2 bay k =) clue da oe 
Ouelomes) plagestimoins ders0N(6)y 2 2. = 3 «= % SE 


La figure 1 est un exemple ot tous ces degrés sont repré- 
sentés. 

Cependant, il ne faut pas donner une valeur absolue a ces diffé- 
rents degrés. I] est souvent utile de considérer plus grossiérement 
trois degrés : réaction forte (lyse totale ou subtotale) ; réaction 
moyenne (plages confluentes ou nombreuses plages distinctes) ; 
réaction faible (quelques plages). 

A la limite, la présence de 2 ou 3 plages est souvent négligeable. 

En effet, une minime différence dans le titre du lysat ou de la 
dilution critique, ou encore une légére variation de la souche 
peuvent changer la réaction d’un ou méme de deux degrés. Notons 
encore que le méme nombre de plages, suivant la taille de celles- 
ci, donnera ou non une lyse totale ; et le méme phage peut donner 
des plages de taille différente avec deux souches différentes ct 
inversement. Mais il importe cependant de noter soigneusement 
aussi les cing degrés, et méme le nombre approximatif des plages, 


(6) Pour les deux derniers degrés nous faisons suivre le signe du 
nombre approximatif de plages, arrondi 4 Ja dizaine. Par exemple : 
+ (100) ou +(20). 
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car la possibilité de telles variations donne une particuliére 
importance, comme nous le verrons plus loin, aux cas ou des 


représentés. 
+ [++ 
+ +/+ + 

+ 

++ 

ea ele: 

ite 


DILUTIONS CRITIQUES. 405 LYSATS VON DILUES. 205 


Fic. 2. — Schémas des typages de la méme souche 405 avec les deux methodes 
(dilutions critiques et lysats non dilués). 


+> 
+ 
es 
be 
+ 


+ 
+ 
+ 


tableaux absolument superposables sont donnés par deux cultures 
différentes. 
I] est commode de noter les résultats sur des fiches en carton 


borne les mémes divisions que le fond des bottes de Petri 
(fig. 2). 
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ResuLtats. — 14 cas de lésions cutanées ont été examinés Sai 
siagissait de 9 furoncles, 1 hydradénite axillaire, 2 folliculites du 
visage, 1 dermite crodteuse suppurée, 1 panaris sous-épider- 
mique. Dans 12 d’entre eux un staphylocoque a été isolé a partir 
de la lésion. Le prélévement des fosses nasales de 11 de ces ma- 
lades permettait de mettre en évidence un staphylocoque doré. 
Dans un cas de furoncle au dernier stade de son évolution on 
na pas trouvé de staphylocoque dans les fosses nasales. Enfin 
dans les 2 cas de folliculite du visage on trouvait dans les lésions 
et dans les fosses nasales un germe différent du staphylocoque (8). 

Revenons aux 11 cas ot on a isolé un staphylocoque dans la 
Iésion et dans les fosses nasales. Le tableau de typage varie avec 
chaque malade, par contre chez le méme malade les germes de 
la lésion et des fosses nasales sont attaqués par les mémes phages. 
Bien plus, dans 9 de ces 11 cas les tableaux des typages sont 
exactement superposables ; chaque phage actif attaque chacun 
des deux germes avec la méme intensité ; dans le 10° cas il y a 
de trés légéres différences d’intensité pour certaines attaques, mais 
ces différences sont légéres (peut-étre était-ce la méme souche 
ayant subi une légére évolution). Dans le 11° cas enfin, les 2 germes 
n’étaient sensibles 4 aucun phage. 

Dans quelques cas, 4 partir d’un méme prélévement, nous avons 
mis en culture des colonies qui nous semblaient de dimensions 
différentes, le typage donnait le méme tableau pour chacune d’elles. 
Chez certains malades nous avons fait plusieurs prélévements 
cété droit et cété gauche des fosses nasales, furoncles multiples 
situés a des endroits différents ; dans tous les cas les résultats 
ont été identiques entre eux. 

Voici, a titre d’exemple, l’un des résultats obtenus, commun a 
la lésion et aux fosses nasales : 


(Besos 8 Wee eee ate ea bb A nN a na a Jedi 
0 Re Oe ek Ae alter ga: Pita: | te bey) FET ueeMe Hl ew Se Leb + 
be Sal 5 niles 2 dy RAEI Gano ae eM age ar nek aD oS em ++++ 
IN Bec aby. “oe ek ee ts <a cote ORE emer eae +--+ 
ED eee Phe Hare ee Ot Ar Sis Sls ehh peewee 
UBAD IS 5 3 ee oe ae ne an ae eee -- 
ABRIN. <7 at 2 gli. ie Wen AS UL A yee Ae ae aca ++ 
Ee Ue aa cet a ROMP AY Ie itor ate th oh tel ae +4+++ 
ROA aro a ONS ek ee os ee ae Sieh 


Le petit nombre des souches typées ne permet pas de tirer des 
conclusions de la fréquence respective des 21 phages dont nous 
disposons. 

L’identité dans chaque cas des souches des fosses nasales et des 
lésions et leurs relations possibles, en particulier dans les cas de 
lésions staphylococciques cutanées récidivantes, nous ont amenés, 


(8) C’était un coccus Gram-positif, plus gros que le staphylocoque 
et disposé en tétrades, ne faisant pas virer le milieu de Chapman. 
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a la demande de Mercier et Pillet, a tenter la désiniection des fosses 
nasales a l'aide de phages spécifiques. Ceux-ci ont montré, en effet, 
les échecs fréquents de la pénicilline dans ce domaine. Les phages 
que le typing a montré actifs sur la souche en cause ¢étalent ¢vi- 
demment tout indiqués ; on s’est adressé & ceux qui donnaient les 
plus fortes allaques tout en donnant le moins possible de cultures 
secondaires. On leur a fait lyser la souche responsable de l’infec- 
tion en utilisant avee quelques modifications Ja technique indiqueée 
au début de cet exposé pour la préparation des lysats. Il ne 
s'agit plus dans ce cas de rester dans des limites déterminées, 
mais d’obtenir le titre le plus élevé possible. 

Dans ce but on pratique plusieurs séries de passages. La quan- 
tilé de lysat & inoculer lors de chacun de ces passages diminue a 
mesure que le titre augmente. L’utilisation du bain-marie avec 
agitation permet d’obtenir de meilleurs titres que le passage nor- 
mal a l’étuve. Les titres en fin d’opération sont de lordre de 
3x 10° par centimetre cube. I] nous parait indispensable d’employer 
pour la désinfection des fosses nasales un mélange de phages pre- 
parés séparément. On augmente ainsi les chances d’atteindre les 
mutants résistants que la souche est susceptible de produire en cours 
de traitement. Les lysats sont stérilisés avec le thymol et placés a ia 
elaciére. Ils doivent étre utilisés dans les jours qui suivent. Le 
meilleur moyen d’application nous parait étre la pulvérisation, i] 
serait bon de répéter l’opération plusieurs fois par jour pendant 
lrois jours conséculifs. Le traitement est trés bien supporté, tout 
au plus certains sujets ont-ils accusé un léger picolement, proba- 
blement dd aux traces de thymol ajoutées au lysat. 


Discussion. 


Mercier et Pillet ont bien mis en lumiére le réle des fosses 
nasales dans les infections staphylococciques. Les moyens d’in- 
vestigation dont ils disposaient (mise en évidence de Ja staphylo- 
coagulase et de l’hémolysine, étude des’ groupes  sérologiques) 
leur avaient permis de penser A une identité probable entre les 
germes isolés de lésions et ceux trouvés dans les fosses nasales 
dun méme malade. La méthode de typage que nous proposons 
nous permet de conclure 4 une certitude dans ce sens. En effet, le 
nombre de combinaisons entre les 21 phages dont nous disposons 
est de 1,097 x 10%. La probabilité de trouver par hasard 2 fois 

| 
ee de (1,097 x 10,)* ’ 
lidentité des résultats fosses nasales-lésions ne peut done pas étre 
imputée au hasard. 

Nous avons soumis 4 un typage identique (lysats non dilués), 
outre les 11 souches déja signalées, 31 souches d’origines diverses, 
Dans ce total de 42 souches, aucun tableau de typage n’est super- 


la méme combinaison et cela dans 9 cas est de - 
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posable & un autre ni quant aux phages attaquants, ni quant » 
Vintensité des attaques. Aux dilutions critiques il n’en est pas de 
méme : de nombreuses souches présentent le méme tableau. En 
effet, avec cette technique on n’enregistre plus que les attaques 
fortes (fig. 2). C’est en se basant sur ces caractéres majeurs qu’une 
classification devient possible ; il ne s’agit plus la d’une identité, 
mais seulement d’une parenté. 2 souches, donnant le méme tableau 
avec des lysats non dilués, donnent toujours le méme tableau a Ja 
dilution critique. La réciproque n’est pas vraie ; c’est ce qui a 
-dicté l'emploi des lysats non dilués dans le cas présent. 

Le typage aux dilutions critiques permet de rechercher une 
parenté étroite entre plusieurs souches, indiquant probablement Ja 
descendance d’une souche initiale commune, d’ot sa valeur dans 
les recherches épidémiologiques. 

Mais une identification avec des lysats non dilués peut révéler 
entre des souches donnant un tableau équivalent aux dilutions 
critiques des différences assez notables ; par exemple, la sensi- 
bilité de certaines de ces souches 4 des phages dont I’action n’ap- 
parait pas aux dilutions critiques. Ces différences nous paraissent 
refléter des modifications survenues dans la descendance d’un 
méme genre au cours d’évolutions différentes. Nous y reviendrons 
dans une publication ultérieure. 

Par contre, deux échantillons donnant des tableaux identiques 
avec des phages purs peuvent étre considérés avec certitude 
comme deux échantillons d’une seule et méme souche. 

Si le typage aux dilutions critiques ne donne aucune attaque 
dans 20 p. 100 des cas, des résultats négatifs sont exceptionnels 
avec les lysats non dilués. On peut donc admettre, tous les autres 
cas étant concordants, l’identité des deux souches prélevées chez 
l'un des malades et donnant un tableau négatif. 

La présence presque constante au niveau des fosses nasales 
d’une souche identique a celle de la lésion incite a se demander 
si ce foyer n’est pas a l’origine de réinfections qui peuvent se 
produire a la faveur d’un fléchissement de ’immunité. 

Trop peu d’essais dans le domaine de la désinfection des fosses 
nasales ont été effectués pour en tirer une conclusion. Ces essais 
ayant porté sur des malades soumis en méme temps a d’autres 
traitements, nous ne pouvons pas attribuer avec certitude au bac- 
tériophage les modifications que nous avons observées : évolution 
favorable des lésions et modifications de la souche. 

Voici un exemple de modification de la souche 


Typing avant traitement : Typing apres traitement : 


“we ; Ata 42B . at thie 
ier ee baa avin aes pce Setestostete MOE ll Ree Ak ye ee oO 
PE Oko eo EROS 9s ab, eae nm Cy vO eae ATA a atedb apeiron: sicte e, ar erate te 
Por eee ee eee BO ae eee weere ane toe 

BOM nlm ar ale eee) eee 
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Y a-t-il substitution de souche ou mutation de la souche initiale 
sous l’influence du traitement? L’organisme est-il mieux en mesure 
de lutter contre cette nouvelle souche? De nombreux essais seraient 
nécessaires pour conclure. 

Les modifications des souches sont trés probablement imputables 
au bactériophage ; en effet les médicaments administrés par voile 
générale ont bien peu de chance de produire de telles modifica- 
tions au niveau d’une muqueuse qui s’avére difficilement acces- 
sible. 


RésumME. CONCLUSIONS. 


1° Deux méthodes de typage des staphylocoques ont été décrites. 
La premiére est celle de Wilson et Atkinson avec certaines modi- 
fications concernant notamment la préparation des lysats, leur 
stérilisation (utilisation du thymol), leur conservation, la notation 
des résultats. La seconde utilise des lysats non dilués. Les indi- 
cations respectives de chacune sont précisées : la premiére ser- 
vant 4 trouver une parenté entre souches, la seconde une identité. 

2° Cette seconde méthode appliquée au typage des souches 
isolées respectivement de lésions cutanées et des fosses nasales 
d’un méme malade a permis de démontrer leur identité absolue 
et leur présence a l'état pur. La signification possible de cette 
identité au point de vue pathogénique est discutée. 

3° Quelques essais de stérilisation des fosses nasales par des 
phages adaptés a la souche en cause ont été tentés. On a cons- 
taté la modification du tableau de typage aprés ce traitement. 
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QUELQUES OBSERVATIONS SUR LA MICROFLORE 
DES EAUX ET DES SEDIMENTS OLIGOCENES 
DU BASSIN DE MANOSQUE (BASSES-ALPES) 


par H&tens WINOGRADSKY 


Unstitut Pasteur. Service de M. Dusarric ve 1a Riviire) 


et J. APPERT 


(Institut Francais du Pétrole 
et Institut Pasteur. Service des Fermentations). 


De nombreux travaux récents ont été consacrés a la micro- 
flore du pétrole (Zobell, Schwartz [4, 2}), mais les indications 
relatives A la présence de bactéries vivantes dans les sédiments 


>——— 


cs ee ay 


Bois d‘Asson 


® DauPuin 


P, Ferat 


Ravin de 


— 


SAINT -MARTIN ; VOLX ( 
Les faux 4 ws omen 
e w 
\a 


Fic. 14. — Carte schématique du bassin de Manosque 
avec indication des endroits de prélévement des échantillons. 


anciens sont rares. Nous rappellerons quelques travaux sur ce 
sujet : Galle, Schroeder, Lieske et Hoffman [3, 4, 5] ont obtenu des 
cultures bactériennes a partir d’échantillons prélevés dans des 
mines de charbon. Ch. B. Lipman [6] signale des résultats ana- 
logues avec des échantillons de roches Pré-cambiennes et Per- 
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miennes, puis avec des anthracites. Farrel et Turner [7] contestent 
lintérét de ce dernier résullat, parce que les formes trouvées par 
eux dans le méme cas se retrouvaient dans l’atmosphére et les 
eaux de la mine. 

Nous avons entrepris la présente étude a titre de premiére 
information purement objective. Les prélévements d’eaux sou- 
tcrraines el de sédiments du bassin de Manosque examinés, 
nous ont été remis par l'Institut Frangais du Pétrole (voir fig. 1). 
Notre but initial était d’obtenir des données générales aussi 
compréhensives que possible sur la vie microbienne de ces for- 
mations, afin de coordonner les processus provoqués par les 
grands groupes physiologiques, mettre en évidence leur réle 
dans la minéralisation des matiéres organiques et, plus généra- 
lement, leur action possible sur le milieu ambiant. 

Nous avons donc été conduits 4 appliquer les techniques de la 
microbiologie du sol, élaborées pour étudier des populations 
microbiennes trés mélangées qui agissent, sur le milieu ambiant, 
non pas séparément, mais en collectivité. 


EGHANTILLONS ETUDIES. 


Eau. Deux échantillons. 

Cette eau a été prélevée dans la goulotte de la mine, au point de 
convergence d’une galerie de dérivation et de l’ancienne galerie 
« Sainte-Jeanne », abandonnée depuis cinq ans au moins, et envahie 
par la boue sur 1,80 m., a environ 200 m. de la galerie, 4 plus de 
150 m. en profondeur de la surface ; elle a lessivé les calcaires en pla- 
quetles supérieures, au niveau du bois d’Asson. 


Sédiments. 


Les renseignements correspondants sont réunis dans le tableau}. 


Les échantillons d’eau élaient prélevés dans des flacons stériles 
et hermétiquement bouchés. 

Les gros fragments de roches, prélevés dans la mine et trans- 
portés en bocaux fermés, étaient flambés extérieurement, cassés 
en fragments moyens, eux-mémes flambés extérieurement et 
finement broyés au mortier stérile couvert ; la poudre était mise, 
aussi stérilement que possible, en tubes. stériles. 

Organismes recherchés. — Les eaux et quelques-uns des cal- 
eaires éludiés élant parliculiérement riches en soufre, il était 
indiqué d’y rechercher les agents spécifiques autotrophes d’oxy- 
dation du soufre et de ses composés. Nous nous étendrons plus 
particuli¢rement sur ce point. D’autre part, pour la méme 
raison, nous avons recherché qualitativement la présence de 
réducteurs de sulfates et de sulfites en utilisant, (apres 
A.-k. Prévot [8], pour le genre Sporovibrio, le milieu de 
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Tastgau I. — Echantillons provenant de l’Oligocéne 
de la région au Nord de Manosque (Basses-Alpes). 


sds <3 LOCALITE PROFONDEUR HORIZON GEOLOGIQUE 
624 F I 
625 G 
627 H 
ce ; : Galerie 90 m. Mates ad air 
633 K Mine de soufre | sous le travers- |“ “Ur » Ges Calcalres 
> de Biabaux. banc en plaquettes supé- 
Beh Se Sainte-Jeanne rieures. 
637 N : 
641 oO 
642 P 
645 R 
lI Série du « Bois d’Asson » 
mur de la couche 8. 
Couche mine grise a 
U 4 | $0 m. Est du travers- 
z oe Mine 400 m. environ ane 410, 
c 2 (du Bois d’Asson. | sous la surface. ae faisceau du 
L; Ls Couche 44 a 60° O. du 
travers-banc 240. 
Couche 5 -6, 8440 m. a 
VO. du travers 240.. 
T 234 A Ill 
T 208 B P Echantillons Calcaires en plaquettes 
T 286 C | yg t de surface. moyennes. 
T243 D liferat. 


Van Delden gélosé et, pour les Clostridiales réduisant les 
sulfites et les sulfates, les milieux correspondants de Wilson, 
Blair et Maud. Enfin, a titre purement d’information, comme 
nous l’avons déja dit, nous avons recherché la flore hélérotrophe 
aérobie et effectué des numérations sur plaques 4 bouillon de 
haricots gélosé. Nous avons également recherché la _ flore 
anaérobie en gélose profonde Veillon et bouillon Vf. Les prin- 
cipaux résultats concernant ces points sont rassemblés dans le 
tableau II. 

Naturellement, nous avons pris toutes les précautions d’usage 
pour éviter les contaminations accidentelles, mais étant donné 
la difficulté des prélévements, nous devons faire des réserves en 
ce qui concerne les bactéries hétérotrophes. 

Examen de l’eau. — L’eau des deux prélévements est limpide, 
dégage une forte odeur de SH, et noircit le papier a l’acétate 
de plomb, méme au goulot du récipient. Aprés un séjour de 
quelques jours au frigidaire, il se forme a la surface une mince 
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Tapteau Il. — Résultats généraux sur la flore microbienne. 


I’échantillon 


NUMERATION 


approximative 
par gramme 
(aérobie) 


— 
wo 
o 


FORMES 


aérobies 


bacilles. 
pseudomonas. 
cocci. 

bacille. 
bactéries. 


(14 chromo). 


cocci. 
bacille. 
coccus. 


3 bactéries. 


cocci. 
bacilles. 
cocci. 
levure. 


3 cocci. 


bacilles. 
bacilles. 
bactéries. 
coccus. 
actinomycéte. 
levure. 
bactéries. 
cocci. 

baeille. 
bacille. 
bactérie. 
cocci. 

cocci. 
actinomycéte. 
coccus. 
actinomycéte. 
cocci. 
actinomycéte. 


coccus. 
bacille. 
actinomycéte. 
cocci. 

cocci. 
actinomycétes. 
bacilles. 
bactérie. 

cocci. 

cocci. 

bacille. 
bactérie. 

cocci. 

bacilles. 
bactérie. 
actinomycéte. 
bacilles. 
coccus. 
actinomycéte. 
cocci. 


actinomycétes. 


FORMES 


anaérobies strictes 


0 
0 
1 Cl. butyrique. 


2 bactéries. 


bactéries. 
bactérie. 


actinomycéte. 
bactérie. 
coccus. 

cocci. 


coccus. 
Cl. butyrique. 


cocci. 

actinomycéte. 
Cl. butyrique. 
Cl. butyrique. 


Cl. butyrique. 
coccus. 


Cl. butyrique. 
coceus, 


Cl. butyrique. 
coccus. 


REDUCTEURS 
de sulfates 


et de sulfites 


14 réd. de sulfites. 
4 réd. de sulfites. 


4 réd. de sulfates 
(du genre Sporovibrio). 
4 réd. de sulfites. 


4 réd. de sulfates 
(du gente Sporovibrio). 
4 véd. de sulfites. 
4 réd. de sulfates. 
1 réd. de sulfites. 


4 réd. de sulfates 
(du genre Sporovibrio), 


4 réd. de sulfates 

(du genre Sporovibriv). 

4 réd. de sulfites. 
0) 
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Renee 


3 zSo 
o Ss SSa> REDUCTEURS 
ae Oe BI fel aie FORMES FORMES 
oss Baee ; de sulfates 
a 2 Shane aérobies anaérobies strictes ’ 
2 = a8, et de sulfites 
E, 260.000 |1 pseudomonas. {2 Cl. butyrique. 0 
p- cm® {4 cocci. 4 bactérie. 
E, 3.600.000 |2 bacilles. { coccus. 0 
p. cm® {2 bactéries. { actinomycéte. 
1 coccus. 
1 actinomycéte. 


pellicule blanche. Au bout de huit a dix jours, l’eau se trouble, 
s’éclaircissant aprés un mois; il se forme alors, au fond du 
récipient, un dépét blanchatre qui se révéle étre du soufre élé- 
mentaire. L’odeur du SH, disparait progressivement. Ces obser- 
vations sont parfaitement en accord avec celles déja faites sur 
des eaux riches en composés sulfurés. Le pH était voisin de 6,7 
a 6,8 et n’a pas varié sensiblement. 

L’examen muicroscopique direct des prélévements ne révéle 
pas de pullulations microbiennes abondantes : quelques formes 
bacillaires, Gram-négatives, mélangées 4 des cristaux de toutes 
tailles, principalement de soufre élémentaire. 


RECHERCHE DES MICROBES OXYDATEURS DES COMPOSES DU SOUFRE. 


EXPERIENCES ET TECHNIQUES. — La technique employée pour 
cette étude est celle de Waksman [9] déja employée par nous 
dans une étude antérieure [40]. Il s’agit d’ensemencer des 
cultures brutes en milieu approprié, réparti en fioles d’Erlen- 
meyer de 150 ou 200 cm* a raison de 100 cm? par fiole. On fait 
les épreuves iode-amidon et du pH a des intervalles de sept 
a huit jours, pour suivre la disparition du thiosulfate de sodium 
offert et le comportement du pH. Si le thiosulfate est épuisé, 
on en rajoute en quantité égale a celle qui se trouvait dans Je 
milieu de culture au début (1). Toutes les séries de cultures sont 
accompagnées de témoins. 


Eau. Echantillon I. 


12 octobre 1948. Ensemencement. La consommation du _ thiosulfate 
ne commence qu’au vingt-cinquiéme jour. 


(1) Avant l’ensemencement des cultures, le pH du milieu a été ajusté 
a 6,5-6,7 avec une solution d’acide orthophosphorique 4 1 p. 100, et 
mesuré par la suite sur une petite quantité de liquide de culture en 
tubes 4 hémolyse avec un comparateur de Hellige. 

Les épreuves iode-amidon ont été faites sur une plaque a réaction en 
porcelaine. 
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Echantillon II. 


22 décembre 1948. Ensemencement. La consommation du thiosulfate 
commence au douziéme jour, accompagnée d’une baisse rapide du pH, 
de 8,8 4 3,0. Le méme phénoméne se produit dans la culture-jumelle, 
ct le pH atteint 3,0 au vingt-deuxiéme jour. Le processus d’oxydation 
déclenché, on alimente de nouveau les cultures 4 des intervalles de 
sept A huit jours. Dans ce cas, le processus continue pendant quinze 
d vingt-cing jours, puis le thiosulfate n'est plus consommé et le pH 
reste sans changement, phénoméne que nous avons observé par Ja 
suite chez d’autres cultures du méme lot d’échantillons. Le champ 


Fic. 2. — Hau. Echantillon If. Culture en milieu thiosulfaté liquide. Observer 
les cristaux de soufre élémentaire entourés de corps bactériens. X 41.400. 


microscopique révéle une pullulation mélangée qui consiste: 1° en 
un batonnet < 1 y, 4 coloration bipolaire (2) ; 2° un batonnet trapu 
de 1,5 y, aux extrémités carrées ; les deux sont Gram-négatifs. 


Chez certaines de ces cullures on observe un dépot de grains 
réfringents et de cristaux, partiellement ou enti¢rement solubles 
dans l’aleool absolu, selon leur taille, qui pourraient étre du sou- 
fre élémentaire, ce qui indiquerait la présence de Th. thioparus ou 
d’espéces A fonction analogue (fig. 2). Par contre, chez d’autres 
cultures on observe la disparition du thiosulfate sans dépét de 
soufre, le pH étant baissé a environ 38,0. On pourrait expliquer 
ce phénomeéne 1° par la présence dans les cultures de Th. thio- 


(2) Coloration : Gram et coloration avec violamine et violet-sulfo A 
1 p. 100 en solution aqueuse phéniquée A 1 p. 100. 
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oxidans, qui est capable d’utiliser les composés du soufre faute 
de soufre élémentaire disponible, 2° par l’oxydation immédiate 
du soufre déposé par le premier groupe sous l’action de ce microbe. 


19 janvier 1949. La culture la plus riche en dépét de soufre a été 
repiquée sur gélose thiosulfatée et sur plaque de gel silicique impré- 
gné du méme milieu, selon la technique de Waksman [9] déjA employée 


x 


par nous [40]. Les pullulations sont lentes 4 venir, de sorte qu’il a 


Fic. 3. — Eau. Echantillon II. Culture en milieu thiosulfaté : 
pullulation en pellicule se formant 4 la surface du liquide. < 450. 


fallu dix-sept a dix-huit jours avant qu’un examen microscopique soit 
possible. Les plaques de gel silicique ont donné le meilleur résultat (3). 
Sous Je microscope, on observe deux organismes: 1° un batonnet 
trapu, prenant fortement la coloration ; 2° un batonnet petit et ténu. 
Les deux sont Gram-négatifs. Le dépdt de cristaux est associé avec 
Ja prédominance du plus gros des deux batonnets. 

8 février 1949. Repiquage en milieu liquide. Les pullulations 
commencent par former une mince pellicule 4 la surface du liquide. 
Celle-ci est assez résistante, constituée surtout par un mélange de 
\rois organismes : les deux premiers ressemblent 4 ceux décrits chez 


(3) Waksman (l. c.) se sert de plaques de gélose thiosulfatée seu- 
lement. 
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ia culture-mére, le troisitme est un badtonnet < 1 y 4 coloration 
bipolaire (fig. 3). Le thiosulfate disparait au bout de huit a quinze 
jours, accompagné d’une légére baisse du pH. 

4 mars 1949. Repiquage dans le méme_ milieu. Les pullulations 
forment une pellicule & la surface et tombent ensuite au fond du 
récipient (fig. 4). Le champ microscopique ressemble A celui de la 
culture-mére au début, ensuite apparait un batonnet < 1 y, Gram- 


Fic. 4. — Méme culture que fig. 3; observer que la trame de la pellicule 
est formée par un mélange de bitonnets et que des cristaux de soufre se 
trouvent pris dans la trame. X 1.400. 


négatif qui semble former la trame de la pellicule ; 2° un bAétonnet 
trapu 1-1,5 y, ; 8° un batonnet long et ténu ; 4° un petit batonnet ovale, 
Gram-positif, ainsi que des amas de cristaux, entourés de corps bacté- 
riens. Le pH descend aprés une hausse passagere, 6,4-8,7, A 3,4-3,5, 
niveau ou il se maintient pendant toute la durée de l’expérience. Le 
thiosulfate est consommé a une allure régulitre pendant quarante- 
huit jours environ. Le processus s’arréte aprés ce laps de temps. 

21 mai 1949. Repiquage dans le méme milieu (deux fioles). Le pH 
monte respectivement de 6,7 a 8,5 et de 6,3 & 7,5 et ne varie plus. 
Le thiosulfate n’est pas consommé. On n’observe pas de pullulations. 
Ceci pourrait s’expliquer par le fait que ces microbes supportent mal 
les conditions de laboratoire, fait observé antérieurement [40, 44]. 
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Sédiments A 231, B 208, C 286, D 243, 


12 octobre 1948. Ensemencés en milieu approprié, c’est le B qui 
manifeste un début de processus au bout d’environ trente jours, 
accompagné d’une baisse du pH de 6,2 a 4,4. La consommation du 
thiosulfate continue pendant une dizaine de jours. On observe de 
petits grumeaux de mucus dans le liquide de culture, composés 
1° d’un petit batonnet trapu de 1 y. de longueur environ ; 2° d’agré- 
gats de trés petits cocci, les deux Gram-négatifs prenant mal cette 
coloration, mais se colorant bien au violamine-violet sulfo. 

24 novembre 1948. Second ensemencement du B 208. En huit jours, 
la réaction thiosulfate est & zéro, et sa consommation procéde a une 
allure réguliére. Le pH, ajusté A 6,6-6,7 au début, baisse lentement 
aprés une hausse passagére. A l’examen microscopique, on observe les 
deux mémes organismes décrits plus haut, mélés & des amas de 
cristaux solubles dans le sulfure de carbone et partiellement dans 
V’alcoo] absolu. Le passage sur plaques de gel silicique thiosulfaté n’a 
pas pu étre mené a bien a cause d’un envahissement de moisissures, 
qui génaient l’examen microscopique, sinon la marche du _ processus. 


Lignites L1, L2, L3, L4, LS. 


De ces 5 échantillons, les L1, L3, L5 nous semblaient les plus inté- 
ressants pour notre étude, que nous avons conduite comme décrit 
plus haut. Mais nous n’avons pas trouvé la moindre trace d’oxydation 
de thiosulfate. 


Sédiments R 645, O 641, N 637, P 642, F 624, 
1 629, J 632, K 633. 


Nous avons choisi les 8 sédiments mentionnés parce qu’ils 
nous semblaient les plus intéressants 4 cause de leur richesse en 
soufre ; ils en dégageaient une assez forte odeur. Pour leur étude, 
nous avons suivi la méme technique que pour les autres échan- 
tillons, en les classant en deux groupes de 4, non par ordre 
alphabétique, mais par ordre d’intérét. 


11 février 1949. R. O. N. P. Ensemencement. Le processus ne com- 
mence qu’au bout d’environ trente-cing jours et continue a une allure 
réguliére, accompagné d’une baisse du pH de 8,8 A 5,5 et 4,5. Le N 
reste inerte, et nous le laissons de cété. Chez P : a l’examen micro- 
scopique, on observe: 1° un batonnet de 1 a 1,5 y, légérement 
courbe, formant des chainettes de 3 a 4 éléments ; 2° un batonnet 
ténu. Les deux sont Gram-positifs ; 3° des formations ressemblant a 
des kystes. Chez R : le méme batonnet ténu Gram-positif et des for- 
mations kystiques. Chez O: un batonnet trapu, 1,5 y, 4 2 y, Gram- 
positif, et le méme petit bdtonnet observé chez les deux précédentes. 
Chez N: un batonnet Gram-positif et un batonnet ténu au _proto- 
plasme annelé ou sectionné. Il n’y a pas de dépét de soufre chez 
aucune de ces cultures. Le N est abandonné. 
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24 mai 1949. R. O. P. Repiqués dans le méme milieu, le thiosulfate 
commence a disparaitre aprés quinze & vingt jours. Le pH se com- 
porte de la méme fagon que chez les cultures méres, mais il n’y a pas 
de dépdt de soufre élémentaire. 

31 mars 1949. Ensemencement F, I, J, K. L’activité oxydante com- 
mence tardivement. F : apres vingt-deux jours, avec baisse du pil 
de 8,8 a 4,4-4,5 ; I : aprés vingt-deux jours, baisse du pH de 8,8 a 4,7- 
4,8; J : reste & un pH ¢levé, environ 8,0, et ne consomme pas le thio- 
sulfate ; K ; le processus commence & un pH relativement élevé (8,8 
environ) et qui baisse lentement. Le processus, une fois déclenché, 
continue & la méme allure que chez les autres cultures. A l’examen 
microscopique, on observe, chez F: 1° des agrégats de cellules, de 
forme irréguliére, qui consistent en un batonnet trapu, environ 1,5 4, 
légerement courbe, Gram-variable ; 2° des batonnets ténus aux extré- 
mités carrées, ressemblant & un mycélium d’Actinomycéte, le proto- 
plasme est sectionné chez quelques-uns. Toutes ces cellules sont inti- 
mement mélangées 4 des cristaux et des granules réfringents, dont 
la nature n’a pu ¢tre déterminée, & cause de la couche épaisse des 
corps bactériens qui empéchaient de distinguer ]’action des dissolvants. 
Chez I: le tableau ressemble & celui de F, avec, en plus, des formes 
Kkystiques, comme chez P et R, décrites plus haut, et un batonnet 
trapu aux extrémilés arrondies, Gram-positif ; J : n’a pas été examinée, 
la culture restant inerte, elle a été abandonnée. Chez K: le tableau 
ressemble, & peu de chose pres, d celui des cultures F et J. 

17 juin 1949. Repiquage IF, I, K. Chez F et I, le processus commence 
au bout d’environ vingt jours, accompagné d’une baisse du pH chez 
les cultures-méres. Chez K, le pH monte a environ 8,8, mais le thio- 
sulfate n’est pas consommé. Les réactions, faites ’ une date récente, 
montrent une légere baisse du pH chez F et J, plus considérable 
chez K (8,8 4 4,0-4,1) avec la réaction thiosulfate & zéro, tandis que 
chez F et I, sa consommation semble arrivée A son point d’arrét, phé- 
nomene observé chez d’autres séries de cultures. Le tableau micro- 
scopique ressemble & celui des cultures-méres. 


OXYDATION DU SOUFRE BLEMENTAIRE. 
EXpiRIENCES ET TECHNIQUES. 


L’oxydation du soufre élémentaire est techniquement plus 
simple a suivre et a déceler que celle du thiosulfate de sodium. 
Nous avons employé la technique de Waksman [9] comme dans 
un travail antérieur [40]. Le comportement du pH des cultures 
peut trés bien servir d’indice de la présence du Th. thioowidans, 
ce microbe étant capable de pulluler a un pH exceptionnellement 
bas : 3,0, 1,0 et au-dessous. 


Eau, 


15 octobre 1948. Ech. I. Ensemencement en milieu approprié. 
Le pH baisse de 4,4-4,5 — qui est celui du début et celui des témoins -— 
4 3,1-3,2 au bout de huit jours, ensuite A 2,0 et au-dessous. 

22 décembre 1948 et 17 février 1949. Ech. II, Ensemencement. 
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Montrent la méme activité marquée : descente du pH a 3,0 au bout 
de sept jours et & < 1,0 au bout de quinze jours. 

23 mai 1949 et 10 juin 1949. Repiquée dans le méme milieu, fa 
culture se montre aussi active. A l’examen microscopique, toutes ces 
cultures révélent, 4 peu de chose prés, le méme tableau : un trés petit 
batonnet, < 1 y, aux extrémités arrondies, faiblement mobile, Gram- 
variable, mais prenant bien la coloration violamine-violet sulfo. Chez 
la troisiéme génération, la culture est presque pure. Les cristaux de 
soufre du milieu sont revétus d’une couche épaisse de cellules bacté- 
riennes. 

Une analyse chimique faite de la culture du 10 juin 1949 donne, trés 
approximativement, les chiffres suivants 

Sédiment au fond de la fiole : 


SOUMme 0 Mer Ute e i tea ems A, al ay. 
Soutresrestant aur) eee eee ene cae 0,7 ¢g 
Liquide de culture : Sur 64 cm® de liquide : 
ACVAITS: LOLALeMe Mas Opiate Marep toi Peete fee eee tee hee os 13k. 
Qui représente : 
SO UILTC Sie egret teen BURNS 2 Mie tae ta yat ge Me Mae we LS 0,4 ¢g. 
Sulfatevde -Bary uments cy pete. Sole er 2,1 g. 
ACLOOISUIUNI GUC mea cae ee eee cee Peo tks tee ees co ab {ese 
SOLD SAY ais, See UBC vaene Care eeu as reais 0,32 g. 
Donc, le bilan s’établit de la facon suivante : 
SOW OUOY Ef mS wv go 6. 6 Rope Aa 6 cond oe 4 g. 
SOWIE IEEE 5 6 f 68 6 wot bio we S O16 Boole 0,7 g. 
SoulrerGOusOmin cme op eee ree mie meet iroy. te jae (Se 
1g. 4,02) 2 


D’aprés ces résultats, nous pouvons conclure a la présence de Th. 
thioozidans (fig. 5). 


Sédiments A, B, C, D. 


15 octobre 1949. Ensemencés en milieu approprié, l’activité oxydante ° 
du soufre se manifeste tardivement : au bout de quarante-cing jours. 
Elle est accompagnée d’une baisse du pH, mais qui ne descend pas 
plus bas que 4,8. Le tableau microscopique est hétérogéne : petits 
batonnets A coloration bipolaire, moisissures, et divers petits cocci. 
Pullulations qui vivent probablement aux dépens de substances orga- 
niques se trouvant dans l’inoculat et dont le développement n’est pas 
géné par la composition du milieu et par le pH relativement bas. 


Lignites L1, L3, Ld. 


22 décembre 1948. Ensemencés en milieu approprié, ne montrent 
aucune activité. 
Sédiments R, O, N, P, F, I, J, K. 


Comme pour la recherche des oxydants du thiosulfate, nous les 
avons divisés en deux lots, et pour les mémes raisons. 
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22 octobre 1948, R, O, N, P. Ensemencement en un lot double, c'est. 
a-dire : l'un recevant 1 g. de fleur de soufre, ,l’autre le méme poids 
de l’échantillon que nous avons estimé contenir une quantité suffisante 
de soufre. Mais nous avons constaté, au cours de 1l’expérience, que les 
cultures au soufre pur donnaient de meilleurs résultats. Chez toutes 
ces cultures, le changement de pH ne se manifeste que soixante a 
soixante-dix jours aprés l’ensemencement, si tardivement que son 
origine microbienne pourrait ¢tre mise en doute, et on pourrait l’attri- 
buer A l’action chimique, si nous n’avions pas les témoins, chez les- 
quels le pH reste inchangé pendant de longs mois. A examen micro- 
scopique, on observe, surtout chez P, des formations kystiques qui 


Fic. 5. — Eau. Echantillon I. Culture en milieu au soufre pur : 
Thiobacillus thiooxydans. XK 1.400. 


» ressemblent a celles observées dans les cultures A milieu thiosulfaté. 

50 mars 1949. Repiquage de la culture P (sans soufre pur). Le pH 
descend de 6,5 4 3,1 au septiéme-neuvieéme jour, et reste sans change- 
ment. 

28 mai 1949. Repiquage de toute la série dans le méme milieu. Q’est 
de nouveau dans la culture P que l’on observe une baisse de pH marquée ; 
le R montre le méme phénoméne, mais plus tardivement. Chez les autres 
cultures, pas de changement notable, L’examen microscopique de ces 
deux séries révéle surtout des formations kystiques, plus abondantes 
chez P et chez R, mélangées A de petits batonnets de différentes tailles. 

31 mars 1949. Ensemencement des sédiments F 624, I 629, J 682, K 633. 
On n’observe pas de changement notable du pH. A l’examen micro- 
scopique, on voit des cellules bactériennes disparates et des hyphes de 
mycélium, mélangées aux cristaux de soufre du milieu, les moisis- 
sures semblant s’en servir comme de support. Chez J ‘seulement, il 
y a des formations ressemblant & du mycélium d’Actinomyces, les uns 
plus épais, les autres plus ténus, et un certain nombre de petits 
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batonnets. Les réactions de la série, faites 4 une date récente, montrent 
le pH inchangé et le liquide de culture limpide. 


EXPERIENCES AUXILIAIRES. 


Sédiment C. 

& novembre 1948. Une plaque de gel silicique, imprégnée d’un milieu 
standard (4) minéral, ensemencé avec de la poudre de sédiment C, 
dans le but d’étudier la réaction de la population microbienne sur 
ce milieu, n’a donné aucun signe de vie, si ce n’est un pale reflet 
verdatre 4 la lumiére de Wood. 

6 décembre 1948. Deux fioles de milieu a thiosulfate de sodium, 
ensemencées chacune avec la moitié du contenu de la plaque, en 
grattant avec une spatule. Au bout d’environ vingt-cing jours, on 
observe une baisse du pH rapide et le début de consommation du 
thiosulfate qui s’établit 4 une allure réguliére. Elle dure trente jours 
chez l’une des cultures ; chez ]’autre environ sept semaines, le pH 
restant a 3,4-3,6. Aprés cette période, elle ralentit, mais reprend au 
bout d’environ vingt jours. Un renouvellement aussi tardif du _pro- 
cessus ne pourrait plus étre attribué exclusivement aux agents micro- 
biens spécifiques, les cultures étant déja trop agées. L’examen micro- 
scopique révéle un petit batonnet de < 1 y, en culture presque pure. 
I! n’y a pas de dépdét de soufre. L’expérience n’a pas pu étre répétée, 
faute de matériel. 


Action directe de métabolite énergétique 
sur les échantillons d eau. 


L’échantillon d’eau a été choisi pour les expériences qui 
suivent, parce que, a la lumiére des données obtenues jusqu’ici, 
il semblait plus riche en germes spécifiques et aussi parce que 
sa réaction au milieu était plus rapide. 


18 février 1949. Exp. I. Deux fioles d’Erlenmeyer, chacune chargée 
de 50 cm? du prélévement, additionnées : n° 1, de 0,5 cm* de solution 
de thiosulfate de sodium a 1 p. 100; n° 2, de 0,5 cm® de fleur de 
soufre. Au bout de sept jours, le thiosulfate disparait, et si on en 
ajoute, sa consommation continue a une allure réguliére jusqu’a la 
fin de l’expérience (5 mai 1949). Il n’y a pas de changement sensible 
du pH, des fluctuations lentes de 8,8, 7,8, 7,4 exceptées. Chez la culture 
n° 2, au soufre, nous n’avons observé aucun changement : le liquide 
de culture restait limpide et le pH, aprés étre monté a 8,8, ne 
changeait pas. 

30 mars 1949, Exp. II. Nous avons employé la méme technique que 
pour l’expérience J, et nos observations correspondent entiérement. 

L’examen microscopique des deux cultures A milieu thiosulfaté nous 


(4) Composition : phosphate de potassium monobasique, 1 g. ; 
sulfate de magnésium, 0,5 g. ; chlorure de sodium, 0,5 g. ; sulfate de 
fer, 0,02 g.; sulfate de manganése, 0,02 g. ; eau distillée, 300 cm°. 
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x 


révele des formes ressemblant & du mycélium d’Actinomycétales, 
mélangées avec des amas de cristaux réfringents, partiellement solubles 
dans l’alcool absolu, donc, yraisemblablement, des cristaux de soufre 
élémentaire. 


Expériences d’ensemencement sur milieu bouillon de haricots 
gélosé additionné de soufre et de solution de thiosulfate. 


Notre but était d’étudier la réaction des populations microbiennes 
vis-A-vis d’un milieu organique fortement minéralisé. 

27 et 29 janvier 1949. Des tubes de bouillon de haricots gélosé addi- 
lionné de solution de thiosulfate de sodium et de soufre respective- 
ment, ensemencés avec |’échantillon d’eau, donnent, au bout de trois 
jours, une population mélangée de bacilles et de cocci qui ne différe 
pas chez les deux cultures. 

9 février 1949. Repiquées sur le méme milieu, donnent un tableau 
microscopique semblable. 

15 février 1949. Les deux cultures repiquées en milieu thiosulfaté 
et au soufre, respectivement. Chez le n° 1, l’oxydation commence vers 
fe trentiéme jour et continue 4 une allure réguliére jusqu’d la fin de 
l’expérience. Le pH baisse de 8,8 a 6,5 et reste inchangé. Chez le n° 2 
(soufre), le pH descend rapidement a 3,3-3,4. Le tableau microscopique 
chez les deux cultures est pareil : 1° un batonnet aux extrémités arron- 
dies, 2° un batonnet petit et ténu. Les cellules bactériennes sont si 
intimement mélangées qu’il est difficile de distinguer s’il y a dépdt 
de soufre ou non chez le n° 1. 


Bupériences de repiquage « croisé ». 


Des souches isolées du sédiment B 208 sur bouillon de haricots gélosé, 
ou on observe un mucus rouge corail, superposé de mucus gris blan- 
chatre, qui consistent en un mélange de deux batonnets, l’un plus 
eros, l’autre plus ténu, et de corps ovales qui pourraient ¢tre des 
spores. 

17 juin 1949. Repiquées en un lot de deux fioles chargées de milicu 
thiosulfaté. Chez le n° 1 (gris blanchatre), le pH monte a 8,8 et se 
maintient & ce niveau. Chez le n° 2 (rouge corail) le pH monte & 8,0, 
puis baisse 4 4,6. Le thiosulfate n’est pas consommé. En refaisant les 
réaclions de cette série & une date récente, nous avons trouvé le méme 
état de choses. L’examen microscopique de ces deux cultures n’a pas 
été fait, mais nous espérons Vincorporer & un autre travail. 

24 juin 1949. Les mémes cultures, ensemencées en milieu au soufre, 
ne montrent aucun signe de vie. Le pH reste A 4,4-4,5, qui est celui 
des témoins. Un examen récent confirme l’absence de toute vie chez 
ces deux cultures. 


ReCcHERCHE DES THIORHODACKES ET DES LEUCOTHIOBACTERIES, 


Les ensemencements du milieu approprié [412] avec les échantillons 
i notre disposition n’ont pas donné de pullulation. 
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Discussion ET CONCLUSIONS. 


Nous avons étudié la microflore de quatre séries d’échantillons 
provenant des formations tertiaires (oligocéne) de la région de 


Manosque : 


4 échantillons (A, B, C, D) de surface des calcaires bitumi- 


neux, du ravin de Pifferat ; 

5 échantillons (L, 4 L,) de profondeur (moyenne 100 m.) des 
lignites du bois d’Asson ; 

11 échantillons (F a R) de profondeur (80 a 140 m.) des cal- 
caires de la mine de soufre de Biabaux ; 

2 échantillons d’eau sulfureuse du fond (80 a 140 m.) du tra- 
vers-banc de la mine de Biabaux. 

Dans ces échantillons dont, malheureusement, l’analyse chimique 
détaillée ne nous est pas encore parvenue, nous avons recherché 
la présence des hétérotrophes aérobies et anaérobies et, en raison 
de la richesse en soufre de certains d’entre eux, celle des auto- 
trophes, oxydants du thiosulfate et du soufre. 

En ce qui concerne la présence des organismes hétérotrophes, 
particuliérement les aérobies, nous devons formuler des réserves 
en raison des conditions de prélévement, parfois difficiles, des 
échantillons qui n’ont pas toujours permis d’observer, a ce 
moment, les précautions rigoureuses prises ensuite au laboratoire. 

Il n’en reste pas moins que nous avons trouvé 


Une microflore aérobie, relativement réduite, dans tous les échan- 
tillons d’eau et de sédiments étudiés, quelle que soit la profondeur ot 
ils ont été prélevés ; 

Dans tous les échantillons étudiés, parmi d’autres microorganismes 
aérobies divers, des mélanges particuliers, intimes et difficiles 4 disso- 
«ier, de cocci et de formes tétragénes ; 

Des anaérobies stricts, absents dans les calcaires de surface (A, B, 
C, D), rares dans les lignites (dans 2 échantillons sur 5), présents, en 
quantité assez limitée, dans les 11 échantillons de la mine de Biabaux 
et dans les échantillons de l’eau de cette mine ; 

Parmi ces anaérobies, seulement dans les échantillons de la mine de 
soufre de Biabaux (8 sur 11) et, en quantité réduite, des réducteurs 
des sulfates (5 dont 4 du genre Sporovibrio) et des réducteurs des 
sulfites ; 

Enfin, des Actinomycétales, absents dans les calcaires imprégnés 
(A, B, C, D), rares dans les lignites (1 cas sur 5 échantillons), abondants 
dans les échantillons riches en soufre de la mine de Biabaux (9 cas sur 
11 échantillons) et dans l’eau. 


Cette question des hétérotrophes, dont nous n’avons pu pré- 
‘senter ici qu'un apercu sommaire, sera reprise ullérieurement. 

Les agents autotrophes d’oxydation du thiosulfate du type 
Thiobacillus thioparus semblent rares 
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Ils sont absents des échantillons de Sy en étudiés ; 

Dans les calcaires bitumineux (A, B, CG, D), ce n’est qu’avec B que 
nous avons constaté la présence de ae organismes, non caractérisés, 
déposant du soufre cristallisé. Avec C nous n’avons observé qu’un petit 
batonnet, non caractérisé, sans dépét de soufre. Nous pouvons done 
supposer, dans B, la présence de Th, thioparus ; 

Dans le cas des calcaires de la mine de Biabaux, nous n’avons étudié 
que 8 échantillons (F, I, J, K, N, O, P, R) qui, & premiére vue, nous 
paraissaient particulitrement riches en soufre. Avec les 2 échantillons 
J et Nenous n’avons pas observé d’oxydation du thiosulfate. Avec les 
6 autres échantillons (F, I, K, O, P, R), il y avait consommation de 
thiosulfate coincidant avec la présence d’un batonnet, ressemblant a 
celui observé dans B, qui doit avoir une fonction analogue a celle de 
Th. thioparus. En fait, il n’y avait de dépdt de soufre qu’avec F, I 
et K ; mais il est probable que, dans les 3 autres (O, P et R), il y a eu 
intervention d’un organisme oxydant le soufre ; 

Avec Veau, l’oxydation du thiosulfate est lente 4 se former. Dans cer- 
taines cultures, nous avons observé un dépdt de soufre ; dans d’autres,. 
il n’y en avait pas et la baisse du pH laisse supposer, comme dans le 
cas précédent, l’action d’un organisme oxydant le soufre ; ces cultures 
contenaient également le batonnet observé ci-dessus, 

Nous n’avons pas trouvé le Thiobacillus thioparus de Beijerinck ; mais 
l'un de nous a déja rencontré, dans les mémes conditions écologiques, 
un organisme oxydant le thiosulfate analogue A celui que nous 
signalons. 

En outre, nous avons remarqué la présence, dans les échantillons B, 
Fr, I, K, P et R, d’Actinomycétales mélés aux dépdts de soufre. 


L’oxydation du soufre élémentaire par les bactéries autotrophes 
du type Thiobacillus thiooxydans : 


Est nulle avec les échantillons de lignites ; 

Elle est faible avec les sédiments calcaires bitumineux A, B, C et D ; 
l’aspect microscopique des cultures est tres hétérogéne et nous n’y 
avons pas observé le Th. thioorydans d’une facon certaine ; 

Avec les 8 échantillons de la mine de Biabaux étudiés (les mémes que 
précédemment), l’oxydation du soufre ne s’est pas manifestée d’une 
facon trés nette. C’est seulement avec J, P et R que nous avons observé 
une faible activité. Dans la flore microbienne des cultures, nous avons 
particuliérement constaté la présence d’Actinomycétales, comme dans 
le cas des cultures en milieu thiosulfate ; 

Avec l’eau, nous avons constaté une oxydation trés nette du soufre 
élémentaire et la présence certaine de Th. thiooxydans. 


La rareté et méme l’absence de Thiobacillus thiooxydans dans 
les échantillons solides riches en soufre, alors qu’il est nettement 
présent dans l’eau sulfureuse, pourraient s’expliquer par le fait 
que cet organisme se développe difficilement en milieu see, 
d’autant plus que Waksman ne recommande pas sa culture sur 
milieu solide au laboratoire {9}. 
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La présence d’Actinomycétales dans les échantillons examines 
et leur réle dans les milieux minéraux que nous venons d’étu- 
dier, nous paraissent suffisamment intéressants pour constituer 
Pobjet d’un prochain travail. 
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DES ACIDES GRAS RAMIFIES 
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ET DE QUELQUES AUTRES ACIDES «.2-DISUBSTITUES. 
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Laboratoire de Recherches Chimiques, Laboratoire de Microbiologie, 
Faculté des Sciences, Strasbourg. Faculté de Pharmacie, Strasbourg. 


On connait Vimportance biologique que présente |’étude des 
acides gras ramifiés, aussi bien in vivo qu’in vitro. Certains 
dentre eux, comme lacide tuberculostéarique : C,,H;,0, et 
Yacide phtioique : C,,H,,0,, acides saturés, ont été isolés par 
Anderson [4] et son école, des phosphatides de différents bacilles 
tuberculeux et paratuberculeux, tant pathogénes que saprophytes 
(par exemple, du Gras-bacillus, ou Bacille de Timothée). 

Ces acides paraissent étre des constituants lipidiques intrin- 
séques et permanents des bacilles acido-résistants, puisqu’on en 
a signalé la présence dans les lipides du bacille de Hansen (Myco- 
bacterium lepree); ils semblent ¢tre responsables de certaines 
propriétés biologiques particuliéres de ces bacilles (réactions 
inflammatoires typiques des foyers tuberculeux). 

Les acides hydroxylés a plus haut poids moléculaire, consti- 
tuants également de la plupart des bacilles acido-résistants (acide 
mycolique en C,,, acide léprosinique, etc.), paraissent étre res- 
ponsables des phénoménes d’acido-résistance et donner a la coque 
cireuse de ces bacilles les propriétés particuliéres qui lui per- 
mettent de se soustraire aux actions médicamenteuses [2]. 

La constitution chimique de l’acide tuberculostéarique est bien 
connue, c’est lacide méthyl-10-stéarique ; par contre, celle de 
acide phtioique est encore discutée a Vheure actuelle [8], malgré 
les travaux importants de Robinson et de son école {4}. 

L’étude des propriétés physiologiques de l’acide phtioique a 
fail objet dun grand nombre de recherches : Sabin [5], par 
injeclion intrapéritonéale a des lapins, a mis en évidence, au 
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point d’injection seulement, la formation de tissus tuberculeux 
typiques avec apparition de cellules épithélioides et de cellules 
géantes de Langhans, mais n’a pas signalé la formation de nodules 
caséeux également typiques. Cette particularité physiologique de 
acide phtioique a été reproduite par Roulet [6] et discutée par 
Boissevain et Ryder [7], qui l’attribuent aux protéines insolubles. 
A Vheure actuelle, la controverse au sujet de l’acide phtioique 
nest pas encore définitivement close [8]. Une objection proposée 
pour expliquer Dactivité de l’acide phtioique consiste a dire que 
ce produit n’est pas pur et contient encore des traces azotées 
de débris bacillaires. Cependant, du point de vue chimique, il 
nous semble peu probable qu’un tel acide, purifié par rectifi- 
cation soignée sous vide de son ester éthylique, puis distillé lui- 
méme aprés saponification de cet ester, puisse contenir des impu- 
retés protéidiques. Peut-étre cet acide contient-il des traces d’nn 
isomere ou d’un homologue immédiatement supérieur (point 
d’ébullition donné par Anderson différent de quelques degrés), a 
l’état d’impureté qui, elle, serait extrémement active ? Nous effec- 
tuons des recherches dans ce sens pour vérifier les propriétés 
biologiques de l’acide phtioique pur. 

D’autre part, le fait que l’acide phtioique se trouve dans tous 
les bacilles tuberculeux et paratuberculeux pathogénes et sapro- 
phytes, J’activité tuberculigéne de ces derniers n’étant pas 
démontrée de facgon certaine et reproductible, est en faveur de la 
thése que cet acide n’est pas le seul et principal responsable 
des lésions tuberculeuses autres que les lésions radiographiques 
dues a la bacillose. Une part importante de cette action nous 
semble devoir étre réservée aux protéides spéciaux de ces 
bacilles [8]. L’association particuliére protéides-lipides tubercu- 
leux formant l’antigéne spécifique de la tuberculose doit avoir 
un réle renforcé in vivo, par rapport a celui de chacun de ses 
constituants qui, séparément, n’ont probablement qu’une activité 
réduite, mais, néanmoins, nette. 

Les recherches de N. Choucroun [40], non reproduites, tendent 
a confirmer cette hypothése. Cet auteur a isolé par extraction a 
Vhuile de paraffine de bacilles humains tués au préalable par étu- 
vage, une substance lipo-saccharidique trés active et produisant, 
a la dose de 1/50 de milligramme, chez le cobaye sain, des lésions 
tuberculeuses typiques au point dinoculation et a distance ; ce 
serait donc une substance chimique capable d’engendrer, en 
l’absence de tout corps bacillaire, des phénoménes tuberculeux 
nets. Le constituant lipidique de cet hapténe n’est pas |’acide 
phtioique, mais un acide-alcool, 4 notre avis, du type mycolique 
(P.F. = 59°). [L’acide mycolique d’Anderson extrait du bacille 
humain fond a 56° et est, par lui-méme, physiologiquement 
inactif. | 
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Le fait que cet acide hydroxylé se décompose par distillation 
sous vide en un acide de composition centésimale C,,H,,0, ¢t 
fondant a 85° est en faveur d’une structure mycolique. En effet, 
Anderson a oblenu par chauffage sous vide 4 280°, de son acide 
mycolique, un acide en C,, fondant a 86-87° et qui est l’acide 
normal hexacosanoique ou cérotique [4, 4] (1). 

Il n’est done pas étonnant que l’acide P.F. 85° de Choucroun 
ne présente aucune activité tuberculigéne, ce qui n’implique nul- 
lement l’inactivité de son isomére ramifié : l’acide phtioique. 

Il nous semble curieux que l’hapténe de Choucroun, dont les 
constituants pris séparément sont inactifs, ait par lui-méme les 
propriétés hautement tuberculisantes que lui altribue cet auteur. 
Probablement contient-il une impureté lipidique ou protéidique 
extrémement active non décelée par l’analyse, et dont la présence 
pourrait provenir du mode d’extraction utilisé par cet auteur, ou 
les deux formant avec le produit principal une association bio- 
logique a activité renforcée tuberculigéne. 

Les derniers travaux de Choucroun [42]: recherches sur les 
complexes lipidoprotéidiques et la séparation de leurs consti- 
tuants lipidiques et protéidiques semblent démontrer |’association 
biologique particulicrement résistante que forment les liposaccha- 
rides-protéides tres cerlainement responsables de leur activité 
physiologique. 

Les protéides restants aprés éliminalion compléte des liposac- 
charides ne présentent plus le phénoméne de sensibilisation a la 
luberculine (cuti-réaction de von Pirquet), par conséquent ils ont 
perdu leurs propriétés spécifiques. 

L’acide tuberculostéarique injecté a |’animal provoque |’ appa- 
rition de réactions d’irritation, mais non de tuberculisation. Les 
acides normaux correspondant a cet acide et A l’acide phtioique 
ne semblent pas présenter une telle propriété irritante, une rami- 
fication courte suffirait donc pour la faire apparaitre. 

Du point de vue des phénoménes immuno-allergiques propres 
4 la tuberculose, Sabin {5].a obtenu par injection de phosphatides, 
isolés du bacille de Koch humain, au cobaye tuberculeux, un 
phénoméne de Koch, peu accentué, il est vrai. Par contre, d’autres 
auteurs n’ont pu rendre ces animaux allergiques par injection 
intrapéritonéale de phosphatides. Le rdle des protéides dans ce 
phénoméne d’allergie semblerait donc |’emporter sur celui des 
lipides. 

Dans le but d’établir la constitution de l’acide phtioique et dans 
celui de produire des molécules biologiquement actives au point 
de vue tuberculeux, on a cherché a synthétiser des acides de 


(1) L’acide cérotique provoque certaines réactions d’ordre cellulaire 
non tuberculigénes, mais pouvant faire l’objet d’une confusion ele by: 
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structure se rapprochant de celle de l’acide phtioique et compor- 
tant une ou plusieurs ramifications par des radicaux méthylés 
et un carbone quaternaire en a par rapport au groupement car- 
boxyle [4] (acides a.a-disubstitués). 

L’étude des propriétés physiologiques de plusieurs acides 
a.o-disubstitués a été entreprise par Buu-Hoi et Ratsima- 
manga [43]. Avec l’acide a.a-diméthylstéarique et surtout l’acide 
a.a-diméthyloléylacétique, ils ont mis en évidence des phéno- 
menes de tuberculisation nets et complets au point d’injection 
avec formation de cellules du type tuberculeux, de nodules 
caséeux, diminution du taux de ’hémoglobine, etc. Ces auteurs 
attribuent |’action tuberculisante de ces acides a la présence d’un 
carbone quaternaire en position « par rapport a la fonction acide. 
Mais les essais physiologiques récents signalés par Polgar [44] 
avec des acides ramifiés synthétiques ne comportant pas d’a.o- 
disubstitution semblent aller a l’encontre de cette hypothése. En 
effet, Vacide triméthyl-3.13.19-tricosanoique injecté a l animal 
provoque des lésions tuberculeuses d’intensité équivalente a celles 
produites par l’acide phtioique naturel. La polyramification par 
trois radicaux méthylés en certaines positions parait donc suffi- 
sante pour produire une tuberculisation nette ; le probléme de 
Veffet tuberculigéne dt a |’a.o-disubstitution par deux radicaux 
méthylés tout au moins semble donc devoir étre reconsidéré. 

Les propriétés irritantes, mais non tuberculisantes d’un autre 
acide o.a-disubstitué de poids moléculaire inférieur : lacide 
a.o-diméthyllaurique, ont été signalées. Cet acide provoque en 
effet, par injection péritonéale, une péritonite avec leucémie [45]. 

Du point de vue des phénoménes immuno-allergiques, Paraf 
et ses collaborateurs [46] ont attribué aux acides a.o-disubstitués 
des propriétés allergisantes semblables a celles que provoque 
Vinoculation du bacille de Koch. En effet, ces acides, injectés 
au cobaye sain, provoquent des intradermo-réactions a la tuber- 
culine et des cuti-réactions positives (2) et aprés trente jours 
réalisent le phénoméne de Koch net. : 

Aprés injection d’acide a.o-disubstitué a un cobaye préalable- 
ment sensibilisé au méme acide, ils constatent un léger choc. 

D’autre part, les acides a.a-disubstitués non saturés paraissent, 
a dose plus forte, provoquer des phénoménes toxiques avec appa- 
rition de cachexie prononcée [17], en méme temps que dispa- 
raissent les réactions allergisantes préexistant 4 dose plus faible. 
La vitamine PP atténue considérablement cet effet cachectique 
que les auteurs attribuent a une inhibition des processus enzy- 


(2) Cette cuti-réaction apparait plus rapidement que par inocula- 
tion avec le bacille de Koch, mais disparait aprés vingt jours (pas de 


préallergie). 
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matiques, la protéolyse en particulier. Des phénoménes d’ordre 
sérologique seraient dus également a J'injection d’acides a.a- 
disubstitués [48]. 

Dans le présent travail, nous avons étudié les propriétés phy- 
siologiques d’un acide «.a-disubstitué facilement accessible ct 
de poids moléculaire moyen: Vacide a.a-diméthyl- w -tridécylé- 
nique [49]. 

CH, 
OH, = CH — (CH) = d— coon 


CH, 
PARTIE CHIMIQUE. 


Cet acide se prépare facilement a partir de l’acide undécylé- 
nique au moyen des réactions suivantes que nous rappelons brie- 
vement : 


Acide undécylénique Estérification Undécylénate d’éthyle Hy 
——_—_—— > ————— > 
SO,H, selon Bouveault 
et Blanc 
PBrs 
CH, = CH — (CH,),CH, — OH ae CH, = CH — (CHg)y — Br 
Alcool undécylénique Bromure d’w undécylényle 


A partir de ce bromure, la marche des réactions suivantes, 
d’aprés Haller, nous conduit : 

a) Par condensation du bromure d’w -undécylényle avec |’iso- 
butyrophénone sodée au sein du benzéne a |’ w-undécylényle-a.a- 
diméthyl-acétophénone : 

CH, 
CH, = CH — (CH,)) — l ve COLLHY 


CH 


b) Par coupure amidique de Haller de cette cétone, au sein du 
toluene, & l’amide a.o-diméthyl- w -tridécylénique, dont nous avons 
vérifié Pabsence des propriétés physiologiques d’ordre tubercu- 
leux. 

c) Par saponification prolongée au moyen de polasse hydro- 
alcoolique de cet amide a l’acide cherché que nous avons purifié 
par estérification éthylique (en présence d’acide p-toluene sul- 
sun pat rectifié nous a donné, aprés saponification, 
‘acide a.a-diméthyl-w -tridécylénique qui, distillé, a. indie 
de réfraction : n D 20: 1.4760. Te. ON SSH ee sane ae 

Nous avons étudié les propriétés physiologiques de l’ester. 
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PARTIE PHYSIOLOGIOUE. 
1° Essais de toxicité et de tuberculisation. 


SUR LA souRIS sAmne. — L’acide en question a été injecté a 
3 sours, par vole sous-cutanée, a la base de la queue, dans une 
premiére série d’essais a la dose de 0,1 cm® et, dans une deuxiéme 
série, 4 la dose de 0,6 cm*. Dans les deux cas, nous n’avons pas 
constaté d’action toxique. L’acide non ramifié correspondant 
(acide w -tridécylénique) n’est également pas toxique. A J’au- 
topsie, nous avons disséqué les surrénales et comparé leur poids 
a celui des surrénales de 10 souris saines non inoculées. 

Le poids moyen des surrénales des souris saines est de 0,4 mg. ; 
celui des glandes de souris inoculées est identique. I] ne se produit 
donc, ni macroscopiquement, ni pondéralement, aucune hyper- 
trophie de cet organe. L’injection intrapéritonéale ne nous a pas 
donné de foyers caséeux. L’injection répétée de notre acide n’a 
pas produit de chocs anaphylactiques. 


SUR LE CoBAYE sAIn. — Aprés l’injection sous-cutanée de 
V’acide considéré, a la dose de 0,6 cm* a 3 cobayes, nous ne 
constatons aucun phénoméne de toxicité, ni de convulsions (8). 
Cette injection répétée n’a pas amené l’état cachectique décrit 
par Paraf et ses collaborateurs [46]. 

Par injection intrapéritonéale 4 la dose de 0,2 cm* sur un pre- 
mier lot de 3 cobayes et de 0,6 cm* sur un deuxiéme lot de 
3 animaux également, nous n’avons constaté a l’autopsie aucun 
foyer de tuberculose caséeuse, ni localement au niveau du péri- 
toine, ni A distance, dans d’autres organes (4). L’examen des 
coupes histologiques ne nous a pas montré la présence de cellules 
tuberculeuses. 


2° Essais d’immuno-allergie et d’anaphylaczie. 


CHEZ LE COBAYE sAIN. — A. Un premier lot de 3 cobayes est 
traité par injection intradermique axillaire a la dose a 0,2 cm* 
de l’acide considéré, puis éprouvé a la tuberculine : il ne se pro- 
duit aucune intradermo-réaction. Trois jours plus tard nous 
effectuons une deuxiéme injection de 0,2 cm* du méme acide. 


(3) Voir pour la description de ces phénoménes la premiére partie 
de ce travail, ces Annales, 1950, 78, 93. 

(4) L’acide étudié n’est pas encore résorbé le cinquiéme jour et on 
note la présence d’un liquide péritonéal riche en polynucléaires ; le 
quinziéme jour, tout est résorbé, mais 4 aucun moment, nous n’obte- 
nons de phénoméne de tuberculisation. 
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Aucune intradermo-réaction rappelant celle a la tuberculine ne 
se produit. 

Le vingtiéme jour, nous effectuons l’inoculation sous-cutanée 
au moyen de 0,1 mg. de bacilles de Koch-Vallée vivants : nous 
ne remarquons ni phénoméene de Koch, ni autres symptomes 
d’allergie. 

Deux jours aprés l’inoculation de bacilles tuberculeux, nous 
sacrifions un des cobayes; A l’autopsie nous n’observons il 
hypertrophie des surrénales, ni lésion tuberculigéne au niveau 
du péritoine. 

Les deux autres cobayes meurent le cinquante-troisieme jour 
(trente-troisiéme jour aprés la tuberculisation au bacille de 
Koch), d’une tuberculose généralisée. Ce fait n’a rien de sur- 
prenant, étant donnée la dose massive de bacilles inoculés. JI n’y 
a done pas production de phénoménes d’immunisation avec cel 
acide (5). 

B. Un cobaye sain a été soumis a l’épreuve d’hypersensibi- 
lité au moyen d’une primo-injection intrapéritonéale de 0,2 cm* 
de l’acide étudié. Vingt jours plus tard, nous Vavons traité par 
une injection intrapéritonéale de 0,2 cm* du méme acide. Nous 
n’avons pu noter aucun symptOme d’anaphylaxie. Un autre 
animal], injecté d’abord par voie intrapéritonéale au moyen de 
0,2 em’ de l’acide étudié et inoculé vingt jours plus tard au 
moyen de 0,1 mg. de bacilles de Koch-Vallée vivants, ne pré- 
sente aucun phénoméne de Koch. Ce cobaye a fait, par la suite, 
un chancre ulcéreux avec adénopathie des ganglions inguinaux 
a parur du dixiéme jour suivant l’inoculation au Bacille de 
Koch. Vingt-deux jours plus tard, il a succombé a une tuber- 
culose septicémique généralisée, mais il ne s’est produit aucun 
phénomene de Koch dans ce cas. Le foie, la rate et l’épiploon 
étaient parsemés de nodules miliaires nets, mais microscopiques. 

Enfin, nous avons essayé de sensibiliser 2 cobayes sains au 
moyen de notre acide par une primo-injection intradermique 
de 0,2 cm*® @acide disubstitué. Puis, trois jours plus tard, nous 
avons effectué une nouvelle injection intradermique de lacide 
considéré, & la méme dose. 

Le dixiéme jour, nous pratiquons une inoculation sous-cutanée 
de 0,10 mg. de bacilles de Koch-Vallée vivants. Nous ne notons 
encore, dans ce cas, ni phénoméne de Koch, ni cuti-réaction 
positive, ni réactivation du foyer d’injection intradermique 
antérieur de lacide étudié. 

La tuberculose évolue ensuite normalement et rapidement, on 
rapport avec la dose massive de bacilles de Koch inoculée. 


(5) Avec Vacide a.a-diméthyloléylacétique, Buu-Hoi et Ratsimamanga 
ont mis en évidence la production d’une immunisation légére. 
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Chez le cobaye sain, nos résultats infirment donc totalement 
ceux de Paraf et de ses collaborateurs. Nous poursuivons 


; : : 
d'autres recherches avec des acides a.a-disubstitués en C., non 
saturés. 


CHEZ LE COBAYE TUBERCULEUX. — Nous avons tuberculisé 
6 cobayes au moyen de 0,01 mg. de bacilles de Koch-Vallée, dont 
nous avons au préalable contrélé la virulence. 

Le vingt-cinquiéme jour de la maladie, l’état allergique fut 
éprouvé par une ophtalmo-réaction qui s’est montrée positive. 

_Le trente-cinquiéme jour, nous avons pratiqué Ja série d’expé- 
riences suivantes : 

a) Deux des 6 animaux ont été soumis a la réaction d’épreuve 
intradermique a l'aide de notre acide a.a-disubstitué, par injec- 
tion de ce produit a la dose de 0,2 cm*. I] se forme une infil- 
tration cedémateuse blanche de 8 mm. de diamétre, a partir de 
la premiére heure, disparaissant lentement en quatre a six jours. 
Nous ne constatons ni suffusion hémorragique, ni nécrose ; il ne 
se produit pas de phénoméne de Koch, mais simplement une 
sorte d’intradermo-réaction. 

Chez l’un de ces deux cobayes un abcés apparait quinze jours 
aprés l’épreuve et au niveau de l’injection. La ponction de cet 
abcés encore fermé nous a permis de déceler, dans le pus 
caséeux, des bacilles de Koch. Vers le vingtiéme jour, apparait 
une fistulisation de l’abcés. La mort est prématurée par rapport 
au cobaye témoin de l’essai c, le soixante-sixiéme jour. 

b) Deux animaux sont traités par injection intrapéritonéale de 
Vacide étudié, a la dose de 0,2 cm’. 


Contréle de la température rectale : 


COBAYE 3 COBAYE 4 
Ayan telO preven. cers isu sksece aie io, aces 39°7 40°2 
MEHOUES APTOS). wks wes = Gt ceils ss 101s 39°7 39°8 
6 heuresaprés ...... st oT A en oes 39°4 39°8 
12M GIES TOYS tettcakee le us) ont) abs fee 39°9 40°5 


Donc, absence de tout symptome d’hyperthermie tubercu- 
linique. 

La mort se produit prématurément le cinquante-neuviéme et 
le soixante-sixiéme jour avec une tuberculose viscérale trés 
prononcée. 

Dans les 4 cas étudiés (a et 6), la réactivation des ophtalmo- 
réactions antérieures est négative. 

c) Les deux derniers cobayes tuberculisés sont éprouvés a ja 
tuberculine, l’un par intradermo-injection, l’autre par inocula- 
tion intrapéritonéale. Dans le premier cas, la dose de tuber- 
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culine brute a été de 0,1 cm®; dans le deuxiéme de 0,025 cm*® 
en solution dans 1 cm* de soluté physiologique. 

Nous notons dans les deux cas: intradermo-réaction clas- 
sique avec infiltration oedémateuse rouge de 19/17 mm. avec sul- 
fusion hémorragique a partir de la vingt-deuxiéme heure jus- 
qua la quarantiéme heure. 

Contréle de la température dans le cas de Vinjection tuber- 
culinique intrapéritonéale : 


Température rectale avant l’épreuve. .......-.-.-. 399 
A RGTIPOS APTOS? «Chas 4, sid on, Ss, Antalya tee relive ee net ee ee 
@ heures: apres 6 a «alk Gea a Sen 6) ge OE et ad eae 
47 heures apres’s-< 9 a a 2s a ees pe ae eee 


L’un de nous, dans un travail ayant obtenu des résultats 
comparables avec deux autres acides a.a-disubstitués : lacide 
a.a-diméthylstéarique et Vacide «.o-diméthyloléylacétique, nous 
nous permettons d’interpréter nos résultats de la fagon suivante : 

1° Les acides gras a.o-disubstitués de poids moléculaire moyen 
sont incapables de déterminer un état immuno-allergique chez 
animal sain et sont inaptes A produire une hypersensibilité et 
un état anaphylactique. 

2° Sur l’animal tuberculisé, ils produisent des réactions pou- 
vant étre comparées a celles de la tuberculine, mais d’intensité 
moindre. En effet, en sériant les expériences, nous noterons les 
symptomes différentiels suivants : 

a) L’intradermo-réaction ou la cuti-réaction sont atypiques, la 
réaction thermique par injection intrapéritonéale fait complé- 
tement défaut et, par conséquent, se différencie neltement de 
celle a la tuberculine ; on constate méme une certaine réaction 
d’hyporexie. 

b) Le phénoméne de réactivation des épreuves du type tuber- 
culinique antérieures n’est pas réalisable avec ces acides. 

3° Les acides gras a.o-disubstitués ne peuvent engendrer fe 
phénoméne de Koch, ni en les employant comme réactif déchai- 
nant chez |’animal antérieurement tuberculisé, ni en les utilisant 
comme produit sensibilisant animal éprouvé ensuite par l’acide- 
réacuf méme, ou par la tuberculine, ou enfin par le bacille de 
Koch viwant. Ce fait nous semble primordial et cadre avec le 
résultat admis par tous les physiologistes de la tuberculose : 
le phénoméne de Koch ne se manifeste qu’avec les corps bac- 
tériens. 

4° Ces acides injectés au cobaye semblent, au contraire, avoir 
un certain bactériotropisme, puisque dans les cas de seplicémie 
tuberculeuse, le bacille de Koch semble affluer vers le foyer 


local d’injection de ces acides, pour y former des abees caséeux 
tuberculeux vrais. 


/ 
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Ces acides (tout au moins l’acide qui nous a préoccupé dans 
ce travail) ne sont done pas tuberculigénes spontanés (6), mais 
ils exercent un tropisme positif vis-a-vis des bacilles de Koch, 
propriété qui les différencie nettement de celle de la fuberculine et 
de celle des bacilles tuberculeux tués. 

5° Etant donné que ni lester, ni l’amide de l’acide envisagé 
ne sont actifs, non plus que l’amide de l’acide a.a-diméthyloléyla- 
célique, nous pensons que les acides a.a-disubstitués agissent 
soit par association de leur carboxyle libre, la force d’acidité 
de ce groupement devant étre modifiée sous linfluence de 
la-disubstitution, soit par un phénoméne physico-chimique de 
surface da a leurs propriétés d’insolubilité particuli¢rement 
marquée pour leurs sels. 

Nous poursuivons parallélement ces recherches in vitro. 
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(6) Nous poursuivons ]’étude des propriétés tuberculigénes d’acides 
g.a-disubstitués de plus haut poids moléculaire et comportant des rami- 
fications plus longues. 


SUR L’APPARITION D’ELEMENTS COCCOIDES 
A PARTIR D'UNE SOUCHE DE CLOSTRIDIUM PERFRINGENS 
CONTAMINEE PAR LE BACTERIOPHAGE 


par A. GUELIN. 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage.) 


Dans nos précédentes recherches, nous avons constalé que 
l’activité du bactériophage C,, vis-a-vis du B. coli se manifestait 
par sa fixation sur les cellules bactériennes et leur lyse carac- 
teristique. Au cours de ce processus, le titre du bactériophage 
n’augmente jamais. Cette lyse n’est done pas la conséquence de 
la prolifération des corpuscules aux dépens des bactéries. 

En étudiant ce phénoméne, nous nous sommes demandé si, 
dans les conditions de notre expérience, la lyse d’une bactérie par 
le phage ne serait pas une réaction cellulaire non spécifique, pro- 
voquée par le bactériophage et indépendante de la multiplication 
de ce dernier. Le bactériophage apparaitrait ici comme un des fac- 
teurs stimulants et la bactérie atteinte réagirait par la réponse 
classique de n’importe quelle cellule : la cytolyse (1). 

Afin d’apporter plus d’arguments 4 l’hypothése de la réaction 
non spécifique d’une bactérie vis-a-vis du bactériophage, nous 
avons cherché a étudier un autre phénoméne observé pendant la 
phagolyse et qui se traduit par le gonflement des bactéries. Ce 
fait a été décrit par d’Hérelle, en 1921, et confirmé par d’autres 
auteurs qui l’ont défini comme une phase propre au processus de 
la bactériophagie. Or, de nombreux auteurs ont souvent men- 
tionné l’apparition des mémes éléments gonflés, non seulement 
sous l’action du bactériophage, mais encore sous l’action de 
différentes substances chimiques ou d’antibiotiques, ainsi que dans 
de vieilles cultures. 

Au cours des recherches exposées dans ce travail, nous avons 
observé le remplacement des batonnets de Cl. perfringens par des 


(1) Nous insistons ici sur la définition « réaction cellulaire » qui 
comprend nécessairement la présence d’éléments vivants et actifs 
vis-A-vis des facteurs stimulants. Le terme « bactériolyse » ne précise 
pas l'état de la cellule bactérienne ; ce phénoméne peut étre observé 
également avec des bactéries vivantes et tuées, 
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éléments sphériques. L’apparition de ces formes n’est pas due 
uniquement a action du bactériophage ; nous les avons fréquem- 
ment rencontrées dans de vieilles cultures non contaminées, dont 
les produits du métabolisme ne sont probablement pas étrangers 
a l’apparition de ces éléments. 

La cellule bactérienne réagit done par la méme transformation 
morphologique aux facteurs les plus divers. Le phénomeéne de 
gonflement semble étre une réaction non spécifique, traduisant 
Virritation cellulaire provoquée par différents agents, dont le 
bactériophage. 

Historique. 


La présence des éléments coccoides dans les cultures bac- 
tériennes, a déja été remarquée au siécle dernier. On les a souvent 
pris pour une simple contamination. De nombreux auteurs les ont 
considérés comme des gonidies, zygospores, ou encore comme 
des formes d’involution. Plus tard, on y vit une des phases du 
cycle bactérien. Les classifications des bactéries furent publiées, 
basées exclusivement sur l’aspect morphologique des cultures. 
La forme A de Kuhn comportait des cellules volumineuses, rondes 
ou ovales, et était équivalente au type G de Hadley. D’aprés ce 
dernier, la forme G (gonidie), se détachant par bourgeonnement 
de la bactérie, se transformait, soit en une bactérie normale, soit 
en granules fins et filtrables. 

L’étude de la dissociation bactérienne améne Hadley a conclure 
que la transformation des bacilles en cocci géants ou en granules 
est toujours provoquée par le changement de conditions du 
milieu. Le microorganisme réagit pour s’adapter a ces nouvelles 
conditions et il n’y a aucune raison de considérer une souche de 
laboratoire comme « normale », Longtemps avant Hadley, Mellon, 
en changeant simplement les constituants du milieu, avait obtenu, 
a partir de la méme culture, soit des batonnets, soit des cocci. 
Il avait méme fini par mettre en doute la distinction des micro- 
organismes en bacilles et en cocci. 

Nous passerons rapidement en revue les travaux concernant 
la formation des éléments coccoides chez les différents micro- 
organismes (2). j 

Il vy a déja presque cent ans que Perty (1852) a décrit les 
gonidies observées chez certains spirilles et a partir desquelles il 
a vu apparaitre a nouveau les cellules originelles. Cohn, en 1870, 
a observé les micro et macrogonidies chez Crenothriz polyspora. 
En 1894, Novy mentionne des granules dans la culture de 
Cl. cedematiens. Gamaleia, vers la fin du siécle dernier, décrit 


(2) Hadley et ses collaborateurs, dans leur travail de 1931, donnent 
une bibliographie plus détaillée. 
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V’hétéromorphisme du vibrion cholérique : sous l’action du chlorure 
de lithium, le vibrion forme des sphérules géantes qui se désin- 
tegrent en petits filaments et batonnets. Gamaleia expliquait ce 
phénoméne par le déséquilibre du métabolisme bactérien. Kuhn a 
confirmé ses observations. Metchnikoff (1895) a constaté la trans- 
formation du vibrion cholérique en éléments arrondis, dans les 
globules blanes du cobaye. Almquist, en 1893-1911, a donné la 
description des micro- et macrogranules chez le bacille typhique 
et chez B. coli. Hort, en 1917, utilisant le microscope & fond noir, 
observe des éléments coccoides chez le bacille typhique, B. coli et 
le bacille de Shiga. Mellon (1917-1926) considére comme des 
zygospores les formes coccoides apparues chez le bacille diphte- 
rique, le B. coli et le bacille dysentérique (soit sur des milieux 
spéciaux, soit aprés isolement chez un malade traité avee VPuro- 
lropine et le phosphate acide de sodium. D’Heérelle (1921-1926) 
décrit en détail les formes ellipsoides de 4-7 microns observées par 
lui au moment de la lyse chez les bacilles typhiques, dysentériques, 
Shiga, B. pestis et staphylocoque, contaminés: par le bactério- 
phage. Bronfenbrenner et Hetler (1927-1928) ont observé le gon- 
flement des cellules du B. coli contaminées par le bactériophage. 
Hadley et ses éléves (1927-1933), sur des milieux spéciaux, ont 
observé chez de nombreux microorganismes (bacilles typhiques, 
Shiga, B. coli, B. anthracis, bacille diphtérique, pneumocoque et 
streptocoque) la formation d’éléments coccoides (gonidies), de 
granules filtrables et de « cocci géants » (6-7 #). Manouélian, en 
1930, mentionne des formes arrondies chez le tréponéme et se 
demande s'il s’agit d’une forme de résistance du parasite. Nun- 
gester et Anderson (1931) isolent des formes coccoides de B. coli 
d'un cas de pyémie de la vésicule biliaire. Smith et Jordan (1931) 
signalent que le bacille diphtérique a pris des formes areas 
aprés quinze passages. Hussong (1931) trouve chez B. coli des 
formes globulaires ayant un diamétre de 2 & 9 microns. Dawson 
(1932-1933) : éléments gonflés du pneumocoque sur la gélose au 
sang. Mec Kinney (1934) : sur les milieux spéciaux, le Strepto- 
coccus viridans donne des formes granulaires. Eaton (1934) 
observe des éléments gonflés chez le pneumocoque. Borodoulina 
(1935) : B. mycoides, sous l’action des antibiotiques, donne des 
cellules géantes, qui sont expliquées par l’arrét de la division 
cellulaire. J. Bordet (1939) parle de sphérules volumineuses, dont 
la taille dépasse parfois celle d’un globule rouge (chez le pneu- 
mocoque, sous l’action de sérum frais de lapin). Dienes (1942) 
constate des éléments volumineux chez B. coli. Waksman (1945) : 

formes géantes chez les bactéries Gram-négatives sous l’action de 
la pénicilline. Weber, Lipschitz, Kashdan et Rosenblatt (1945) : 
B. coli isolé de Purine d’un malade se présente sous forme d’élé- 
ments arrondis et bipolaires. Shanahan, Eisenstar et Tanner 
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(1947) : éléments gonflés du B. coli sous l’action de la pénicilline. 
Stubblefield (1947) : éléments gonflés du B. coli sous l’action de 
la streptomycine ; l’auteur attire Vattention sur le fait que les 
cellules rondes du B. coli ont été signalées a plusieurs reprises 
a la suite des causes les plus diverses. Randall, Chandler et 
\eedy (1947) : éléments gonflés du bacille typhique et du pneu- 
mocoque sous l’action de la streptomycine. Duguid (1948) : sur 
certains milieux synthétiques, les cellules de B. aerogenes 
possedent une capsule extrémement large. Krassilnikov (1948) 
signale la désitégration des mycobadtéries agées, en formes 
coccoides. Welsh et ses collaborateurs (1948) soulignent l’appa- 
rition des boules chez B. coli, sous lT’action de différents anti- 
biotiques. Sur les photographies électroniques publiées par 
Wyckoff (1949), on peut constater la forme ovoide du B. coli 
contaminé par le bactériophage. Levaditi et ses collaborateurs 
(1945-1949) décrivent la formation des corps globulaires chez 
certains microorganismes soumis Aa l’action de la_pénicilline 
(bacille typhique, B. coli, Proteus vulgaris, B. anthracis, Staphy- 
lococcus aureus). Tulasne (1949) observe des formes globulaires 
chez Proteus vulgaris placé dans les milieux pénicillinés. P’an, 
Tchan et Pochon (1949) observent chez Pasteurella pestis, conta- 
minée par le bactériophage, |’augmentation du volume des bactéries 
et le gonflement de leurs noyaux. Kreguer, dans des expériences 
non publiées, a observé des formes coccoides chez différentes 
souches de Cl. perfringens. Guélin, dans un travail en cours, cons- 
tate V’apparition d’éléments ronds et volumineux a la place des 
batonnets du B. coli 36 traité par le bactériophage C,,; il est a 
remarquer que le méme phage, en provoquant la lyse de ces 
bactéries, n’augmente jamais son titre 4 leurs dépens. 


RECHERCHES PERSONNELLES. 


Etiments coccoipes pu Cl. perfringens EN PRESENCE DU BACTE- 
RIOPHAGE. — Les observations sur le gonflement des bactéries 
contaminées par le bactériophage ont été faites sur le Cl. per- 
fringens 80 b vivant, en présence du bactériophage perfringens 
80 b, décrits tous deux dans un récent travail. 

Pendant les premiéres heures de son développement, la jeune 
cullure présente de longs batonnets a bouts carrés, a contours 
bien dessinés. Ces batonnets sont souvent groupés par deux ou 
parfois plusieurs éléments ; au bout de cing a six heures, ils 
deviennent de plus en plus courts, isolés, souvent incurvés ; les 
contours s’effacent et leur observation devient moins aisée. 

Sous l’action du bactériophage, les batonnets sont. remplacés 
par des éléments arrondis, de taille différente. Au microscope a 
fond noir, ces nouveaux éléments se présentent comme des bulles, 
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sphériques ou ovoides, soit altachées aux batonnets, soit libres. 
Les formes ovoides volumineuses se rencontrent de préférence 
dans les cullures trés jeunes, landis que les petites bulles spheé- 
riques existent surtout dans les cultures agées. 

Au microscope ordinaire, ces formes se présentent toujours 
comme des éléments sphériques plus ou moins grands. Souvent 
une bulle volumineuse est fixée & une autre toute petite, ou une 
série de bulles sont attachées les unes aux autres sur le méme axe. 
Cet aspect fait penser a un court filament de Cl. perfringens dont 
les éléments seraient transformés en sphérules. A cdté des 
éléments ayant un diamétre de 1-2 microns, il n’est pas rare 
d’observer des formes allant jusqu’a 6-7 microns. 

Le changement morphologique de la souche, sous l’influence 
du bactériophage, se produit avec une intensilé et une régularité 
inégales et dépend probablement de conditions dont les lois nous 
échappent actuellement. Au cours de certaines expériences, nous 
n’avons observé aucun changement dans l’espect des batonnets ; 
mais dans la plupart des cas, la transformation compléte ou 
partielle de la culture s’effectue soit immédiatement, soit quelques 
heures aprés sa contamination. Ni les dilutions trés fortes du 
filtrat bactériophagique, ni lage avancé des hbactéries ne font 
obstacle a cette transformation, pourvu que la culture reste 
vivante. 


FORMATION DES ELEMENTS CoccoipEs pu Cl, perfringens OBSERVE 
AU MICROSCOPE A FOND Norr. — La transformation des bactéries 
en sphérules sous l’action du bactériophage a été observée avec 
de jeunes cultures en milieux liquides et A Paide d’un microscope 
i fond noir plaeé a 37° C. 

L’apparition des formes rondes survient parfois avec une telle 
rapidité qu’elle est impossible a suivre. Dans d’autres cas, ce 
processus se développe plus lentement, ce qui permet de 
lobserver de plus prés. Une de nos observations se présentait de 
la facon suivante : quelques minutes aprés l’addition du _bacté- 
riophage, un des batonnets latéraux d’un filament, composé de 
trois bacléries, commence a descendre verticalement ; on ne voit 
plus qu’une de ses extrémités, tout le reste étant masqué par le 
rayonnement intense de la bactérie immergée. Apres une dizaine 
de minutes, apparail lentement au méme endroit, une volumineuse 
bulle ovoide, qui demeure toujours fixée au reste du filament. On 
constate alors le rapide ballonnement des deux autres bAtonnets, 
qui, restant & la surface, peuvent étre facilement observés. Ces 
deux nouvelles bulles sont moins volumineuses que la premiére. 


CARACTERE NON SPOROGENE DES SPHE:RULES. — Les éléments 
arrondis apparaissant dans la cellule ne peuvent pas étre 
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confondus avec des spores de Cl. perfringens, qui, dailleurs, se 
forment difficilement. Le volume et la disposition des sphérules, 
vis-a-vis des batonnets, leur coloration positive par le Gram et 
les résultats négatifs obtenus par le procédé de Moeller viennent 
a VPappui de cette facon de voir. 

Contrairement A ce que l'on observe dans le cas de la sporu- 
lation, il nous a été impossible d’obtenir des éléments sphériques 
a partir de bacilles chauffés une heure a 56°. Le chauffage moins 
prolongé a quelquefois permis d’obtenir des bulles en quantité 
limitée, celles-ci se formant probablement aux dépens de bactéries 
moins altérées par la chaleur. 


. 


ELEMENTS COCCOIDES DANS LES VIEILLES CULTURES DE Cl. per- 
/ringens. — L’apparition des formes sphériques n’est pas due 
exclusivement a l’action du bactériophage; on les retrouve 
souvent dans de vieilles cultures. La transformation compléte des 
cultures non contaminées en éléments sphériques a été observée 
au bout de deux mois. I] n’est pas rare de rencontrer ces éléments 
en quantité considérable dans des cultures de sept a huit jours. 
Les cultures jeunes, placées dans des conditions favorables, ne 
contiennent pas ces formes, sauf dans les cas oti celles-ci y sont 
transportées au cours des repiquages. On peut supposer que 
Vapparition des éléments coccoides dans les vieilles cultures est 
due aux produits du métabolisme bactérien ; le bactériophage peul 
accélérer ce phénomeéne qui n’est pas dd spécifiquement a son 
action. 


TRANSFORMATION DES ELEMENTS COCCOiDES EN COCCOBACILLES 
ANAEROBIES. — Les sphérules, une fois repiquées, donnent en 
général des batonnets caractéristiques du Cl. perfringens qui, a 
leur tour, peuvent prendre des formes arrondies. I] nous est 
arrivé cependant d’observer, dans une culture traitée par le bacté- 
riophage et ne contenant que des éléments coccoides, apparition 
subite d’une masse de granules extrémement fins, les éléments 
coccoides ayant complétement disparu. A travers cette masse 
granuleuse, circulaient avec une vitesse extréme, de gros batonnets 
a bouts arrondis et allongés, différents des formes typiques de 
Cl. perfringens. Ces batonnets, peu nombreux, étaient toujours 
groupés par deux et, dans leur rapide propulsion, on voyait le 
batonnet antérieur conserver sa position, tandis que le batonnet 
postérieur était animé d’une intense vibration. La mobilité de ces 
éléments diminua de jour en jour ainsi que leur nombre, et nous 
n’avons jamais réussi a les cultiver. 

Les repiquages de la culture granuleuse dans plusieurs tubes 
de Hall nous ont donné des batonnets caractéristiques du Cl. per- 
fringens. Les jeunes cultures constituées par des granules 
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minuscules ont élé remplacées par des batonnets au bout de 
quarante-huil heures ; sauf une culture qui, malgré de nombreux 
repiquages, garda toujours son caractére granuleux. 

A un fort grossissement, on peut constater que ces granules 
sont constilués par de muinuscules coccobacilles, difficilement 
discernables & cause de la pelitesse de leur taille. Toujours 
réunis par deux, ils forment souvent de courtes chainetles ou de 
eros amas. Anaérobies stricts, ils poussent bien dans les tubes de 
Hall avec formation de fins flocons qui se déposent au fond du 
tube, comme les cultures de Cl. cedematiens. Dans les couches 
profondes de la gélose et aprés plusieurs jours seulement, appa- 
raissent des colonies punctiformes, extrémement petites ; elles ne 
se montrent que dans les cas d’ensemencement massil. A la surface 
de la gélose, la culture ne se développe jamais. Les caractéres 
morphologiques elt culturaux de celte nouvelle souche anaérobie 
vappellent ceux de certains germes isolés parfois dans les cas 
d’appendicites gangréneuses. 


NON-SPECIFICITE DE L’ACTION DU BACTERIOPHAGE DANS LA FOR- 
MATION DES ELEMENTS Coccoibes. — Comme nous l’avons déja 
indiqué plus haut, le gonflement d’une bactérie contaminée par le 
bactériophage est considéré par certains auteurs comme une 
phase précédant la lyse de la cellule bactérienne, et expliqué 
par la multiplication des corpuscules a l’intérieur de la cellule. 
In parcourant les travaux exposés plus haut et en les comparant 
avee les résullats de nos propres recherches, nous nous sommes. 
demandé si un tel état cellulaire (gonflement) traduisait vraiment 
activité spécifique du bactériophage. Tout fait penser, au 
contraire, que la cellule atteinte subit une transformation morpho- 
logique non spécifique, qui est une manifestation propre a la 
cellule elle-méme et ne dépend pas de la nature du facteur 
irritant. 

En abordant la question compliquée de la réaction non spéci- 
fique d’une bactérie, il est indispensable de citer, dans le méme 
ordre didées, quelques travaux concernant le phénoméne de Ja 
bactériophagie. 

Bordet (1920) le considére comme une autolyse bactérienne, 
transmissible, existant Aa I’état modéré, méme chez une cellule 
normale, 

Hadley (1927) définit la bactériophagie comme une bactériolyse 
banale. Les changements morphologiques de la bactérie décrits 
par divers auteurs ne sont pas nécessairement liés au bactério- 
phage. Ces transformations s’opérent aussi bien dans les cultures 
normales, par vieillissement, que dans des milieux défavo- 
rables. 

Bronfenbrenner (1927), constatant que le gonflement des. 
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bactéries n’est pas obligatoirement accompagné d’une lyse, 
conclut que cette dernitre est un processus d’hydrolyse bac- 
lérienne. 

Eugéne Wollman (1932-1933), étudiant la lyse des jeunes cultures 
par les antiseptiques, souligne que l’ensemble des faits rapproche 
cette autolyse de celle qu’on observe au cours de la bactériophagie. 
Dans les deux cas, « l’autolyse se déclenche en faussant I’ activité 
cellulaire ». 

Smith et Hay (1942) associent le phénoméne de gonflement 
et de lyse avec la prolifération active de la bactérie elle-méme. 

Klein (1943-1944) définit le phénoméne de la bactériophagie 
comme l’extériorisation du pouvoir lytique de la cellule bacté- 
rienne provoqué par le bactériophage. 

Dubos (1947) indique que les différents états pathologiques des 
bactéries, comme la destruction enzymatique, l’agglutination, la 
phagolyse, ne sont que la manifestation secondaire d’une réaction 
spécifique provoquée par le contact des bactéries avec les enzymes, 
les anticorps, le bactériophage. 

Enfin, nous citerons un extrait de la monographie de Nassonov 
et Alexandrov (1941) : « La capacité des cellules a réagir unifor- 
mément sous l’action de différents agents extérieurs chimiques et 
physiques, c’est-a-dire une réaction non spécifique, est une des 
plus étonnantes vropriétés des cellules vivantes, déja onservée 
par les physiologistes du siécle dernier ». Et plus loin : « Les 
excitations mécaniques ou thermiques provoquent parfois une 
augmentation de la teneur du protoplasme en eau (gonflement) qui 
peut aboutir a la destruction compléte de ce protoplasme, par la. 
cytolyse ». 


La partie microscopique de ces recherches a été faite dans le 
Laboratoire d’Embryogénie Comparée du Collége de France. 
Nous exprimons notre sincere reconnaissance 4 M. le professeur 
Fauré-Fremiet. 


Resume. 


L’étude de l’apparition des éléments coccoides chez Cl. per- 
fringens 80 b contaminé par le bactériophage a été effectuée. 

On a constaté le remplacement de ces éléments par de minus- 
cules coccobacilles anaérobies, cultivables en milieux ordinaires. 

Ii est établi que lapparition des formes coccoides de Cl. per- 
fringens 80 b n’est pas nécessairement liée a Vaction du bacte- 
riophage. On rencontre fréquemment ces formes dans de viellles 
cvltures. Déja de nombreux auteurs les avaient signalécs chez 
d’autres microorganismes vieillis ou traités par des anlibioliques, 
le bactériophage ou différentes substances chimiques. 

L’apparition des formes coccoides de Cl. perfringens 80 6. 
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obtenues par gontflement de ses éléments en présence du bacté- 
riophage, semble étre le résultat d’une réaction non spécifique 
des bactéries, traduisant Virritation cellulaire par différents agents 
extérieurs, dont le bactériophage. 
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Séance du 5 Janvier 1950. 


Présidence de M. Macrou 


PRESENTATION D’OUVRAGES 


M. Lépine. — Au nom de l’auteur qui en fail hommage a notre 
Société, jai Vhonneur de présenter le volumineux ouvrage : Microbio- 
logie du Sol (*), qui réunit les ceuvres complétes du _ professeur 
S. Winogradsky, traitant des problémes et méthodes appliquées a 
l'étude de la microbiologie du_ sol. 

ll est superflu de décrire lVceuvre de Winogradsky qui s’échelonne 
sur une longue vie, dont cinquante ans ont été consacrés a |’étude de 
la microbiologie du sol. 

Winogradsky a été a la fois un précurseur et un créateur : tout 
une science est directement issue de ses travaux. Les mémoires et notes 
qu’il a consacrés & la microbiologie du sol depuis ses premiers travaux 
i Zurich, en 1889, jusqu’A ceux qu’il poursuit encore A Brie-Comte- 
Robert, ont été groupés en dix parties traitant successivement les 
bactéries autotrophes : sulfobactéries et ferrobactéries ; la morpho- 
logie des bactéries du sol, Ja nitrification, la fixation anaérobie, le 
rouissage du lin, la méthode spéciale de la microbiologie du sol, la 
décomposition de la cellule fibreuse, la fixation aérobie et les Azoto- 
bacter, la fixation symbiotique, et enfin, les principes de la micro- 
biologie cecologique. 

L’ensemble constitue un monument imposant: si les recherches 
modernes y apportent quelques relouches de détail, il n’en représente 
pas moins une somme gigantesque de travaux, et le point de départ 
d’une vaste branche de la microbiologie dont Vimportance ne cesse de 
croitre, 

Grace & initiative de l'Institut Pasteur qui a inscrit les ceuvres 
complétes de 8. Winogradsky dans la collection de ses Monographies, 
et avec le concours du_ professeur Waksman et des membres de la 
National Academy of Sciences, présidée par le D® Richards, qui ont rendu 
possible I’édition de cet ouvrage & un moment particulitrement 
difficile, la totalité de l’ceuvre de S. Winogradsky a pu ¢ltre présentée 


(*) Masson et Cie, éditeurs, Paris, 1949, 1 volume, 860 pages. 
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sous une forme non seulement logique mais attrayante, avec de nom- 
breuses illustrations. Ce livre évitera aux chercheurs de multiples 
recherches bibliographiques ; sa connaissance sera indispensable A 
quiconque s’intéresse & la microbiologie du sol, et sans aucun doute, 
toute bibliothtque de microbiologie tiendra 4 honneur de le compter 
parmi ses ouvrages fondamentaux. 


M. Lépine. — J’ai l’honneur de présenter A la Société louvrage de 
C. Levaditi : Images électroniques en Microbiologie (*). 

L’invention du microscope électronique et son application & l'étude 
des hbactéries, des rickettsies, des spirochétes, des bactériophages, 
comme des ultravirus des animaux et des végétaux, sont de date rela- 
tivement récente. La moisson des faits recueillis est néanmoins des 
plus riches. Des documents d’une inestimable valeur, tant pour 
l’étude morphologique des germes pathogénes que pour celle de la 
physiologie des micro-organismes, ont paru dans les _ publications 
spécialisées ; bien des aspects saisissants de ces photos du monde infra- 
visible sont d’ores et déja classiques. Jusqu’a présent, aucun album ne 
les avait réunies et présentées dans leur ensemble. La monographie de 
C. Levaditi offre 4 la fois une collection de documents et une synthése 
des principaux travaux de microscopie électronique connus jusqu’ici. 

Condensé dans une monographie richement illustrée, ot les clichés 
électroniques des différents laboratoires du monde font lessentiel du 
travail, accompagnés de commentaires qui en soulignent |’importance 
ou en tirent les conclusions touchant 4 la nature des virus ou a leur 
genése, ce livre résume l’état actuel de la recherche biologique en 
microscopie électronique. 

L’ouvrage comporte huit chapitres consacrés aux principes, a la 
théorie et A l’application pratique de la microscopie électronique et a 
la représentation des bactéries, des rickettsies, des spirilles et spirochétes, 
des ultravirus des maladies humaines et animales, de ceux des viroses 
yégétales et, enfin, des bactériophages. 

Le lecteur qui prendra le soin de parcourir cette monographie en 
rapprochant les figures des commentaires qui les accompagnent, appré- 
ciera les progrés récents de la microscopie en lumiére électronique ; 
cette nouvelle technique a apporté des vues nouvelles au probléme de 
la genése des ultravirus, et, surtout, des bactériophages au sein méme 
des éléments cellulaires dans lesquels ils prennent naissance. I ne 
manquera pas d’étre frappé par l’arrangement spatial d’une parfaite 
récularité géométrique de certaines des particules ou des macro- 
molécules nucléo-protidiques. L’aspect cristallin des composants 
s’impose, et entraine A des développements que Pasteur etit, sans doute, 
aimé & poursuivre. 

Ce livre sera consulté avec intérét par tous, avec fruit par beaucoup, 
et il sera pour certains un encouragement A s’engager ou 4 persévérer 
dans une voie qui a déja tant ajouté & nos connaissances. 


(*) Maloine, éditeur, Paris, 1949. 
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COMMUNICATIONS 


ANTAGONISME 
ENTRE LE VIRUS LYMPHOGRANULOMATEUX 
ET LE 7REPONEMA PALLIDUM 


par C. LEVADITI et A. VAISMAN. 


Le probléme de l’association entre divers ultravirus, de leurs rela- 
tions réciproques a fait l’objet de nos recherches dés 1948. Au cours 
de ces recherches, nous avons étudié également une telle association 
entre le virus récurrentiel et le Treponema pallidum. Or, nous venons 
de recueillir des données intéressantes se rapportant & la maniére 
dont se comportent, l'un vis-d-vis de l’autre, le méme tréponéme et 
le virus lymphogranulomateux (maladie de Nicolas-Favre). 

On sait [C. Levaditi et Rousset-Chabaud (1)] que linoculation a la 
souris, par voie intracranienne, d’un tout petit nombre de tréponémes 
détermine une dispersion des microorganismes dans les zones électives 
(nez, peau du dos, ganglions lymphatiques, etc.) et confére a ces 
zones (y compris l’encéphale), un pouvoir chancrigéne marqué (lapin, 
inoculation sous-scrolale). En effet, des souris ayant recu, par voice 
intracérébrale, 0,005 cm*® d’une émulsion tréponémique (syphilome de 
lapin, souche Gand), et sacrifiées de six & cent quarante jours aprés 
Vinoculation, présentent une dissémination spirochétienne plus ou moins 
intense (du quarante-neuviéme au cent quaranti¢me jour), et aussi un 
pouvoir pathogéne du systeme lymphatique (4 partir du sixiéme jour), 
de la peau du dos (i partir du quarante-neuvyiéme jour) et du névraxe 
(également & partir du sixiéme jour). Nous avons conclu « qu’il suffit 
de quantilés infimes de tréponémes pour que, introduilts directement 
dans le cervéau, ceux-ci déclenchent un effet semblable A celui obtenu 
par introduction d’un nombre bien plus élevé de germes sous la peau 
du dos, ou dans les veines ». 

En ce qui concerne l association entre le virus récurrenticl et le 
Treponema pallidum, il nous a été donné de constater que si l’on 
infecte des souris contaminées de syphilis depuis cent quatre-vingt et 
un jours, par le Spirochaeta duttoni, on ne supprime ni la dispersion 
tréponémique, ni la virulence spécifique des organes [C. Levaditi et 
H. Noury (2)]. Par ailleurs, nous avons établi que la contamination 
simultanée ou alternative (syphilis d’abord, récurrente ensuite ou 
inversement) par ces deux virus, ne provoque aucun antagonisme. « Le 
cerveau se montre non seulement un réservoir de virus récurrentiel, 


(1) ©. Levanitr et Roussrt-Cuapaun, Bull, Acad. Méd., 1940, 423, 762. 
(2) C. Levanrtr et H. Noury, Bull. Acad. Méd., 1944. 405, 26. 
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mais, en outre, il est capable d’héberger le virus syphilitique 
pathogene » [C. Levaditi, Vaisman et Noury (3) ]. 

Enfin, pour ce qui a trait A l’association entre le Spirocheta dutloni 
et le virus lymphogranulomateux, nos essais ont établi qu’aprés inocu- 
lation de ces deux virus par voie cérébrale ils coexistent pendant sept 
passages névraxiques consécutifs, ainsi qu’en témoigne la virulence 
cprouvée par transfert 4 des animaux réceptifs [C. Levaditi et 
H. Noury (4)]. Donec, dans ce cas, comme dans le précédent, nul anta- 
gonisme n’est & signaler. 

Nous nous sommes demandé ce qu’il adviendrait si l’on inoculait, 
dans l’encéphale des souris, le virus lymphogranulomateux ou celui de 
Vinfection récurrentielle, d’une part, et, de l’autre, le Treponema 
pallidum, Y  aurait-il symbiose, ou, au contraire, antagonisme ? 
Ci-dessous les résultats de nos essais. 

I. Association :; virus réeurrentiel et Treponema pallidum. — 
19 souris recoivent, par voie intrapéritonéale, le S. duttoni, puis, deux 
jours apres, intracérébralement, 0,05 cm*® d’une émulsion de trépo- 
némes (souche Gand). 11 d’entre elles meurent entre le troisitme et le 
soixante-troisi¢me jour ; les survivantes sont sacrifiées entre le quatre- 
vingt-quatorziéme et le cent-vingt-septiéme jour. Examen histologique 
du névraxe (méthode de Stroesco). 

II. Association : virus lymphogranulomateuz et Treponema pallidum. 
— 16 souris recoivent dans le cerveau le virus lymphogranulomateux 
(souche Kam) ; puis le cinquiéme jour (alors que la plupart d’entre 
elles sont malades), on leur inocule, par la méme voie, 0,05 cm* de la 
méme émulsion tréponémique. 11 parmi elles meurent entre deux 
heures et le neuviéme jour ; les survivantes sont sacrifiées entre le vingt- 
sixiéme et le cent vingt-septiéme jour. Méme examen histologique de 
Vencéphale. Enfin 5 sujets servent de témoins, 

Les résultats des examens sont consignés dans le tableau I. 

Ajoutons que la dispersion tréponémique apparait constante chez 
les souris témoins. 

De ce tableau il résulte ce qui suit 

a) En ce gui concerne l’association entre le Sp. duttoni et le Trepo- 
nema pallidum, le premier de ces micro-organismes a été décelé sur 
coupes dans le cerveau (1 4 2 unités) par deux fois [le dixiéme et le 
cent vingt-septitme jour (5)], le second a déclenché une dispersion 
dans les zones électives (nez et rectum) chez 5 sujets sur 7 (a partir 
du quatre-vingt-quatorziéme jour) [date 4 laquelle on décéle une telle 
dispersion chez les souris témoins]. D’out il résulte que nul anta- 
gonisme ne saurait exister entre Te tréponeme et le virus récurrentiel 
(confirmation de nos essais antérieurs). 

b) Pour ce qui a trait A l’association entre le virus lymphogranulo- 
mateux et le Treponema pallidum, la présence d’altérations lympho- 
granulomateuses a été constante chez l’ensemble des sujets en 
expérience, mais en toute occasion, ni l’existence de ce tréponéme dans 
le cerveau (examen histologique et ultra), ni sa dispersion dans les 


(3) C. Levapir1, A. Vaisman et H. Noury, C. R. Soc. Biol., 1945, 439, 972. 
(4) ©. Levapitr et H. Noury, C. R. Soc. Biol., 1944, 138, 329. 
(5) 


constante. 
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TABLEAU lL. 
—— 
RECURRENTE ET SYPHILIS LYMPHOGRANULOMATOSE ET SYPHILIS 
G Examen histologique a Examen histologique 
: @ : ‘@ 
a Ss | a z28 
5 2 a : a 2 e a = 
: ae 8 z ¢ = Se a 
£ s 5 = I Z & 5s 3 a Tréponemes (1 
= Bae : ie 5 aed a se 
= ° SS > n 3 ° a 
Zi n See a 
943 M. 408 j. -- 0 927 M 9° j. | +++ Cerveau : 0 
944 Se26° se 0 0 928 S. 26°j.]++++] Cerveau et 
dispersion: 0. 

945 S. 63¢ j. 0 0 929 S. 94ej. | +++ Tas 0% 
946 SL oe) 0) ) 930 S. 94° j.) +++ HGRA, 
947 S. 94°}. i) + 931 §$. 427° j.| +4 Tdos"05 
948 S. 94° j. 0) 0 O50 mI Sudogentmemctacts 10s, 
949 S. 127°}. 0 ak 933. |S. 427° j.| +--+ 4- 1K OW, 
949 bis | S. 427°}. = hoe 
950 S. 127° j. 0 + 
950 bis | S. 127° j. 0 ++ 


(1). Dans Jes zones électives. : 
(2). Lésions d'encéphalite lymphogranulomateuse. 
\joutons que la dispersion tréponémique apparait conslante chez les souris témoins. 


zones électives n'ont élé observées. Un antagonisme frappant apparait 
ainsi entre les deux virus, celui de la maladie de Nicolas-Favre et celui 
de la syphilis. Nous pensons que les lésions inflammatoires, de nature 
réticulo-endothéliale, dont le cerveau est le siége chez les souris conta- 
minées par voie néyraxique avec le premier de ces virus, constituent 
lun des facteurs (sinon le seul) qui s’opposent a Ja pullulation intra- 
névraxique du Treponema pallidum ect A sa dissémination dans len- 
semble de l’organisme. 


(Unstitut Alfred-Fournier et Instilut d’Ilygiéne.) 
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EFFETS ANTITUBERCULEUX 
EXERCES PAR LA STREPTOMYCINE 
CHEZ LES SOURIS CONTAMINEES 
PAR LES SOUCHES DE BACILLES ACIDO-RESISTANTS 
H.512, BCG ET 607 


par C. LEVADITI et A. VAISMAN. 


I] nous a semblé intéressant d’évaluer l’intensité des effets curatifs 
antituberculeux exercés par la streptomycine chez les souris conta- 
minées avec trois souches de bacilles acido-résistants : la souche humaine 
virulente H. 512, le BCG et la souche para-tuberculeuse 607 [dont nous 
avons récemment mis en évidence les propriétés pathogénes (1)]. Quelle 
est la dose minima curative de l’antibiotique en rapport avec le potentiel 
morbigéne de ces souches de bacilles tuberculeux ? Les résultats enre- 
gistrés font |’objet de la présente note. 


J. ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE DE LA STREPTOMYCINE CHEZ LES SOURIS INFECTEES 
AVEO LA soucHE H. 512. — Technique. — Cing lots de souris recoivent, par 
vole intraveineuse, 1 mg. (poids humide) d’une culture sur L6wenstein agée 
de trente jours. Les quatre premiers lots sont traités, des la contamination, 
par Vantibiotique, respectivement avec des doses de 2.000, 1.000, 500 et 
100 U. (par souris de 20 g.), administrées quotidiennement sous la peau. 
Le cinquiéme lot sert de témoin. 


Résultats (Cf. Tableau 1). — 1° a) Mortalité des témoins : 100 p. 100 
(entre le vingtiéme et le trentiéme jour). b) Mortalité des souris traitées : 
0 p. 100 chez les sujets ayant recu 2.000 a 1.000 U., 50 p. 100 chez ceux 
traités par 500 U., 100 p. 100 chez ceux auxquels on a administré 
100 U. (au total : 72.000, 34.000, 18.000 et 3.400 U.) [durée du traite- 
ment des survivants : quarante-cing jours]. 

Il en résulte que, du point de vue de l’incidence des décés, leffet 
thérapeutique, intense avec les doses de 2.000 4 1.000 U., s’est atténué 
de 50 p. 100 avec la dose de 500 U., pour s’annuler totalement avec 
la dose de 100 U. La dose minima curative se place done aux environs 
de 500 U. 

2° Intensité des altérations microscopiques pulmonaires. — Cette 
intensité, qui était de + —— a + — chez 79 p. 100 de souris traitées 
par 2.000 U., a oscillé entre +, + + + et o chez les sujets ayant 
recu 1.000 U. (100 p. 100), 500 U. (95 p. 100), 100 U. (100 p. 100), de méme 
que chez les témoins. Du point de vue lésionnel, seule la dose 
de 2.000 U. s’est done révélée parfaitement efficace. 

3° Taux de la bacillose pulmonaire (Cf. Tableau 1). — Une pauci- 


(1) C. Levanrrr, A. Vatsman et P. Livy, C. R. Acad. Sei., 1949, 228, 1610 ; 
Presse Méd., 1949, n° 61, 882. 
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bacillose nette (+ — — A + —) est apparue chez 78,5 p- 100 des 
animaux traités par 2.000 U., mais cette pauci-bacillose a diminué 
progressivement chez les sujets ayant recu 1.000 et 500 U. (16,8 
et 14,4 p. 100), pour s’annuler presque intégralement chez ceux traités 
par 100 U. (7,5 p. 100) et chez les témoins (0 p. 100). Une augmentation 
paralléle du taux bacillaire (+ A + + + + et o) est a signaler 
(de 21,5 p. 100 A 92,5 p. 100), au fur et A mesure de la diminution des 
doses d’antibiotique utilisées. 

On en conclura que, tant du point de vue de la mortalité, qu’en ce 
qui concerne le taux bacillaire pulmonaire, la dose minima curative de 
streptomycine, chez les souris contaminées avec la souche virulente 
H. 512, se situe au voisinage de 500 U. par jour et par animal. 


Il. BCG. — Cinq lots de souris sont contaminées, par voie intraveineuse, 
avec 0,5 cm’ d'une dilution a 1/15 de vaccin pour scarification (Pasteur). 
Les quatre premiers lots sont traités au moyen des doses d’antibiotique 
utilisées dans lessai précédent; le dernier lot sert de témoin. Mortalité 
nulle ; les animaux sont sacrifiés le quarante-cinquiéme jour. 


Résultats. — 1° Intensité des lésions microscopiques pulmonaires (2). 
Chez les témoins non traités, ces lésions ont oscillé entre + et + + + 
dans 77 p. 100 des cas. Or, ce pourcentage a été atteint chez les 
animaux qui avaient recu 100 U. de streptomycine, alors que chez les 
sujets appartenant aux trois autres lots (2.000, 1.000 et 500 U.), il se 
révéla nettement inférieur (27 4 37 p. 100). 

Il en ressort que, du point de vue lésionnel, l’effet antibiotique de 
la streptomycine se place également aux environs de 500 U. 

2° Tauz bacillaire des poumons. (Cf. Tableau J). — Le taux des BCG 
a offert des caractéres nettement pauci-bacillaires (+ —— a + —) dans 
81,7 p. 100 des cas chez les animaux traités par 2.000 U., dans 
54,6 p. 100 chez ceux ayant recu 1.000 U., dans 36,4 p. 100 chez les 
souris traitées par 500 U. et dans 18,3 p. 100 chez les sujets traités 
par 100 U. Parallélement, ce taux a révélé une bacillose nette (quoique 
d’une importance relativement faible) au fur et & mesure que les 
doses d’antibiotique ont diminué (81,7 p. 100 pour 100 U.). 

I] découle de ces constatations que 2.000 4 500 U. de streptomycine 
exercent des effets antibacillaires incontestables chez les souris conta- 
minées par le BCG, germe réputé avirulent. Toutefois, contrairement 
@ toute atlente [et en conformité avec nos recherches antérieures (3)], 
cet effet est sensiblement moins accusé que celui que le méme anti- 
biotique réalise dans la tuberculose massive occasionnée par un bacille 
acido-résistant virulent, telle la souche H. 512. 

3° Cultures de BCG provenant des poumons de souris traitées. L’en- 
semencement sur Léwenstein du tissu pulmonaire de certaines souris, 
sacrifiées le quarante-cinquiéme jour, a fourni des résultats positifs a 
huit reprises différentes, quelle que soit la dose d’antibiotique admi- 


(2) C. Levaprr1, A. Vaisman et P. Levy, C. R. Acad. Sei., 1949, 228, 141 ; 


C. R. Soe. Biol., 1949, 143, 357. a 
(3) C. Levaprt1, A. Varsman et P. Livy, C. R. Acad. Sei., 1949, 228, 141 ; 


C. R. Soc. Biol., 1949, 143, 357 ; ibid., 359. 
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nistrée (4). Done, en dépit du traitement streptomycinique, nulle stléri- 
lisation. radicale n’est a signaler. 


Ill. Soucure 607 (5). — L’expérience a été réalisée grace 4 une technique 
identique a celle décrite ci-dessus, a cette différence prés que la culture 
utilisée (gélose ordinaire) pour la contamination des souris était plus 
agée (quinze jours) que celle employée dans nos essais relatés ailleurs. 
\Mémes doses de streplomycine, mémes lots d’animaux. 


1° La mortalité, qui fut nulle dans les lols d’animaux trailés par 1.000 
et 500 U., a été de 21,4 et de 26,6 p. 100 dans les autres lots. Rappelons 
a ce sujet que l’incidence des décés est netlement plus fréquente lorsque 
la contamination est effectuée & l’aide de cultures plus jeunes. 

2° Symplomes nerveux. — La fréquence des manifestations nerveuses 
signalées antérieurement (C, Levaditi, A. Vaisman et P. Lévy, loc. cit. : 
tremblements, incoordination des mouvements, déviation de la téte, 
roulement autour de l’axe antéro-postérieur) a augmenté au fur et a 
mesure que les doses d’antibiotique diminuaient (15 p. 100 pour 
2.000 U., 20 p. 100 pour 1.000 U., 40 p. 100 pour 500 U., 41 p. 100 
pour 100 U., 55 p. 100 chez les témoins). Faisons remarquer, des a 
présent, que nous avons observé assez fréquemment de tels symptOmes 
chez des souris dont le cerveau était exempt d’altérations micros- 
copiques, ou ne présentait que de tout petits nodules résiduels et 
une légére méningite corticale ou septale. Ceci laisse supposer que de 
tels troubles névraxiques pourraient ¢lre dus & une localisation auri- 
culaire de Vinfection, probleéme actuellement a Vétude. 

3° Lésions microscopiques. — Nous considérerons séparément le 
cerveau et le rein. a) Cerveau. Dans un bon nombre de cas (indiffé- 
remment qu'il s’agisse de souris traitées ou non), l’encéphale montrait 
des allérations plus ou moins intenses (nodules résiduels, méningite, 
périvascularite), ainsi que nous venons de le dire sans rapport constant 
avec l’apparition des signes névraxiques. b) Rein. Les lésions rénales 
(néphrite interstitielle monocytaire et histiocytaire, périvascularite aA 
lymphocytes et, souvent, petits abcés & polynucléaires) [entre + — — 
et w |, rares (7,1 p. 100 chez les sujets traités par 2.000 U. ; 26,7 p. 100 
chez ceux ayant recu 1.000 U. ; 18,4 p. 100 chez les souris auxquelles 
on avait administré 500 U.), étaient bien plus fréquentes [79,5 p. 100] 
et plus intenses chez les animaux soignés par 100 U. et chez les témoins 
(88,8 p. 100). 

4° Taug des bacilles souche 607. (Cf. Tableau 1). — a) Cerveau. Le taux 
bacillaire nul (0 p. 100) chez les souris traitées par 2.000 U. a augmenté 
progressivement proportionnellement & la diminution des doses d’anti- 
biotique utilisées (13,4 p. 100 pour 1.000 U. ; 26,7 p. 100 pour 500 U. ; 
40,0 p. 100 pour 100 U. ; 56,6 chez les témoins). b) Rein. Stérilité 
microscopique absolue dans les reins des sujets traités par 2.000, 1.000 
et 500 U., mais bacillose intense (+ — dA ) chez les animaux auxquels 


(4) Des cultures positives ont été obtenues par C, Levaditi méme le cent 
quarante-deuxiéme jour. 

(5) Cf. C. Levapitr, A. Varsmin et P. Livy, ©. R. Acad. Sci. 1949, 228. 
1610 ; ibid., 1949, 228, 141. 
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on avait administré 100 U. (66,0 p. 100), ou chez les témoins 
(88,7 p. 100). 

On en conclura que si leffet tuberculicide de la streptomycine se 
révéle assez peu accusé lorsqu’on considére le névraxe, par contre cet 
effet, envisagé sur le plan microscopique et rénal, est particuliérement 
intense. Un tel écart a été signalé dans nos travaux antérieurs. Il fut 
alors attribué a l’activité microbicide supérieure de Vantibiotique au 
niveau de l’émonctoire rénal, lequel se charge de son élimination, 
comparativement & son action intranévraxique, 14 ot sa pénétration 
est plus discréte. 

5° Cultures, — Des cultures positives ont été obtenues, le quarante- 
cinquiéme jour, & partir du cerveau, du poumon, du foie, de la rate 
et du rein de certaines souris traitées ou non, cela & quatre reprises 
différentes. Done ici, également, nulle stérilisation radicale. 


ConcLusion. — L’activité antituberculeuse de la streplomycine ¢hez 
les souris conlaminées avec trois souches de bacilles acido-résistants, 
semble plus accusée @ lUégard de la souche 607 que vis-d-vis des 
souches IH. 512 (hautement pathogene) el BCG. La dose thérapeutique 
limite de UVantibiolique se situe aur environs de 500 U. par souris 
de 20 gq. (a quelques écarts prés). A remarquer que le traitement strepto- 
mycinique, chez les sujets contaminés avec la souche BCG douée d’un 
pouvoir morbigéne discret et éphémere, n’agit pas mieux que chez 
ceux infectés avec la souche H. 512 intensément tuberculigéne et cons- 
tamment mortelle. 


(Institut Alfred-Fournier et Institul d'Hygiéne.) 


INCLUSIONS NEGRIFORMES 
EN CULTURE DE TISSU NERVEUX 
EN L’ABSENCE DU VIRUS RABIQUE 


par G. BARSKI et J. MAURIN, 


La question de la nature des corps de Negri a été dés Vorigine et est 
encore un objet de controverses. 

Notre but primitif consistait & reproduire ces inclusions en cultures 
de tissu nerveux enbryonnaire de souris. 

La culture du virus rabique en présence de tissu. embryonnaire 
nerveux, notamment celui de la souris, a été réalisée maintes fois (i, 2, 
3, 4, 5) ; mais 1’étude morphologique des cellules infectées avec le virus 


(1) G. Srort, C. R. Soc. Biol., 1930, 404, 851. 

(2) K. Kanazawa, Jap. J. exp. Med., 1936, 14, 519. — , 

(3) L. T. Wesster et A. D. Crow, J. exp. Med., 1937, 66, 125. 

(4) E. W. Scuutrz et G. F. WittiaMs, Proceed. Soc. exp. Biol. Med., 1937, 
SY, Se : : 

(5) R. C. Parxer et A. J. HoLienper, Proceed. Soc. exp. Biol. Med., 1945, 
60, 94. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 78, u* 3, 1950. 28 


442 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


de la rage en culture a été a peine entreprise. Les données de Borrel (6) 
sur l’apparition de corps de Negri en culture tissulaire restent isolées ; 
elles sont d’ailleurs d’autant plus discutables que les inclusions 
dessinées par cet auteur apparaissent également dans les cultures mises 
en contact avec le virus poliomyélitique. 

La technique de culture du tissu nerveux adoptée dans ce travail est 


Culture d’encéphale dembryon de souris. Culture de\huit jours en l’absence 


du virus rabique. Inclusions négriformes. (Coloration & I’hémalun-éosine.) 
Gross. : 800. 


celle sur membranes plastiques que nous avons décrite en détail dans 
nos publications antérieures (7, 8, 9). Le tissu cultivé provient du 
cerveau d’embryons de souris de quinze A seize jours de gestation. Les 
embryons plus 4gés donnent une croissance trés faible. 

Les milieux de culture employés sont composés de la fraction liquide 
résultant de la coagulation de plasma avec un extrait embryonnaire, 


(6) A. Borret, Bull. Soc. Frang. Derm. Syph., 1930, 37, 1259. 
(7) G. Barsx1 et J. Maurin, ces Annales, 1948, 74, 312. 

(8) G. Barsxi, J. Maurin et P. Lipine, ces Annales, 1949, 76, 221 
(9) W. P. Wer et G. Barskt, ces Annales, 1949, 77, 674. 
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fraction 4 laquelle on ajoute de l’extrait frais et de la solution physio- 
logique de Tyrode. Nous employons le plasma de poule, de lapin et de 
souris et un extrait préparé a partir d’embryons de poulets de dix 
4 douze jours d’incubation. C’est le plasma de poule qui se montre 
le plus favorable pour la croissance prolongée du tissu neuro-épithélial 
de souris. Le plasma de souris en effet inhibe presque entiérement la 
croissance, sans doute a cause de l’hémolyse rapide que subit le sang 
de souris, entrainant une abondance d’hémoglobine dans le plasma. 


R&suttats. — Dés le début de nos expériences, il nous a été possible 
d’observer dans les cultures de tissu neuro-épithélial de souris infectées 
avec le virus de la rage des rues, de tres nombreuses inclusions intra- 
cellulaires rappelant les corps de Negri. Ces inclusions apparaissent a 
partir du sixiéme jour ; on les voit également dans les cultures plus 
dgées. Dans les cellules atteintes, on en rencontre une ou plusieurs. 
Elles ont une forme arrondie ou ovalaire, bien délimitée, sont le plus 
souvent homogénes, mais parfois granuleuses. Leur diamétre est trés 
variable, ne dépassant pas toutefois celui du noyau. L’affinité tinctoriale 
de ces inclusions varie elle aussi. Le Giemsa les colore en rose ou en 
bleu, souvent avec un anneau marginal éosinophile. L’hémalun éosine 
les montre tantét oxyphiles, tant6t basophiles. 

L’aspect des cellules chargées de ces inclusions est parfaitement 
normal. Ni le noyau ni le cytoplasme ne montrent aucun signe de 
dégénérescence. 

Nous avons bientdt constaté que les mémes inclusions apparaissent 
également dans les cultures témoins paralléles qui ne sont jamais 
entrées en contact avec le virus rabique ni avec aucun autre virus. 

Nous avons cherché 4 déterminer de plus prés les conditions d’appa- 
rition de ces inclusions et nous avons pu faire les observations 
suivantes : 

1° On ne les trouve jamais dans les cultures de tissu nerveux 
embryonnaire de poulet, cultivé dans les mémes conditions. 

2° On les observe uniquement dans les cultures ott la formation 
tissulaire du neuro-épithélium est déja bien constituée. 

3° Nous les retrouvons aussi fréquemment dans les cultures ot tous 
les éléments figurés provenant de l’extrait embryonnaire hétérologue 
(embryon de poulet) sont éliminés par une centrifugation prolongée et 
répétée. Ceci permettant d’exclure la possibilité de phagocytose de ces 
éléments par les cellules neuro-épithéliales. 

4° La présence de ces inclusions n’a pas pu étre démontrée dans les 
cultures du tissu nerveux embryonnaire de souris en milieux & base 
de plasma de lapin ou de souris ; ces deux milieux sont d’ailleurs moins 
favorables 4 la culture prolongée de ce tissu et n’aboutissent pas a la 
formation de larges étendues du tissu neuro-épithélial. 

La reproduction in vitro des inclusions cytoplasmiques du type corps 
de Negri a déja été signalée en 1912 par Steinhardt, Poor et Lambert (10). 
Mais le tissu nerveux étudié in vitro par ces auteurs n’a pas été cultivé 
a cette époque dans le vrai sens du mot. Le dessin, reproduit 
par Steinhardt et ses collaborateurs, ne laisse pas de doute quant 4 


(10) E. Sremuarvr, D. W. Poor et R. A. Lampert, J. inf. Dis., 1912, 14, 459. 
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l'état de souffrance des cellules, dont noyau et cytoplasme sont atteints 
par un processus de dégénérescence non spécifique. 

En revanche, dans nos cultures, l'aspect normal et sain des cellules 
chargées d’inclusions négriformes fail penser & une réponse cellulaire 
aux conditions particulitres de la culture. Tl est possible que le carac- 
tore hétérologue du milieu de culture constitue la cause principale de 
cette réaction. 

Nos observations montrent une fois de plus combien cst délicate 
Vinterprétation du phénoméne d’inclusions cytoplasmiques. 

Les inclusions qui apparaissent dans nos cultures ne peuvent pas 
Atre considérées comme de vrais corps de Negri (elles se colorent & 
Vhémalun-éosine). Néanmoins, le fait que, dans certaines conditions, 
elles se rapprochent par leur aspect de ces corps pourrait venir a l’appui 
de la thése que ce type d’inclusions ne représente pas une formation 
rigoureusement spécifique, mais un phénoméne réactionnel de la cellule 
(ordre plus général. 


(Institut Pasteur, Service des Virus : D® P. Léprne.) 


A PROPOS DE LA TERMINOLOGIE 
EMPLOYEE DANS L’ETUDE DES ANTIBIOTIQUES 
(SENSIBILITE — RESISTANCE — DEPENDANCE) 


par Paun HAUDUROY et Witty ROSSET. 


ll est absolument essentiel, dans les sciences expérimentales, 
d’employer un langage aussi précis que possible. Faute de quoi des 
confusions involontaires sont fréquemment commises et on en arrive 
[rés vite 4 ne plus savoir exactement le sens des mots. 

Les travaux sur les antibiotiques contiennent des expressions dont 
certaines sont nettes et claires, dont d’autres malheureusement ne le 
sont pas. 

Un microbe sensible 4 un antibiotique est un microbe qui, soumis 
& son action, est inhibé dans son développement (bactériostase) ou 
détruit (pouvoir bactéricide). 

Un microbe dépendant est un germe qui ne peul se développer sans 
la présence de l’antibiotique. 

Aucune confusion possible dans le sens de ces mots. 

I] _n’en est malheureusement pas de méme pour le qualificatif de 
résistant. Deux interprétations en sont données dA l’heure actuelle. 

Premicre interprétation : un microbe résistant 4 un antibiotique est 
un germe situé dans la partie négative du spectre d'action, quels que 
soient la dose employée, le temps de contact, le milieu, les conditions 
physiques de l’expérience. Il n’y a pas de seuil d’activité de l’antibio- 
tique. C’est 14, nous semble-t-il, la seule interprétation vraie, juste. Elle 
traduit parfaitement la loi du tout ou rien qui correspond au sens récl 
du mot. 


Mais pour traduire le fait expérimental chaque jour constalé de la 
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variation de la sensibilité, on dit qu’un germe est « devenu résistant », 
c’est-a-dire qu’il se développe maintenant en présence d’une dose qui 
était auparavant bactériostatique ou bactéricide. Qu’est-ce done alors 
que cette résistance variable? Quelle est la dose & partir de laquelle 
elle apparait ? Elle peut étre aujourd’hui de 10 mg/cm’, par exemple 
pour la streptomycine, demain un peu plus, dans un certain temps 
beaucoup plus encore. 

Et voici qu’on introduit une notion de variabilité, de relativité, une 
notion de seui!, dans le sens d’un mot qui ne le comporte pas. C’est 
la raison pour laquelle le second sens nous parait mauvais. Nous pro- 
posons de le remplacer par le qualificatif de « tolérant ». Il nous semble 
que ce mot correspond mieux @ la réalité des faits. Une tolérance est 
par essence méme variable dans le temps, suivant les conditions expé- 
rimentales, elle peut étre plus ou moins importante, tres petite ou trés 
grande. En parlant d’un microbe « streptomycino-tolérant » (10 mg/cm?) 
par exemple, nous ne préjugeons pas de ce qui peut se passer demain, 
de la perte définitive de cette tolérance ou de son accroissement jusqu’ad 
Vinfini, le germe étant alors yraiment devenu streptomycino-résistant. 


Unstitul d’Hygiéne, Lausanne.) 


ACTION ANTAGONISTE CHEZ LES CYTOPHAGACEA 


par Y. T. TCHAN et J. GIUNTINI. 


D’innombrables travaux récents ont contribué a la connaissance des 
actions antagonistes entre les bactéries (1). Lochhead et Landerkin (2) 
ont montré que les Actinomycétes isolés de la méme rhizosphere 
peuvent exercer des actions antagonistes mutuelles. 

Nous avons expérimenté cette action antagoniste avec différentes 
souches de Cytophagacee. Nos résultats ont permis de préciser leur 
action antagoniste. 

Expériences : 

Nous avons étudié les rapports mutuels de 3 souches de Sporocyto- 
phaga myzococcoides n° 3, 11 et 53 (3), isolées d’un sol d’Afrique, et 
de 1 souche de Cytophaga aurantiaca n° 51. 

Sur une plaque de silico-gel au papier filtre, on ensemence toute la 
surface avec chaque souche en expérience. A l’aide d’une anse de platine 
chargée de la souche n° 3, on trace une croix au centre de la plaque. 
On incube 4 30° C pendant deux & trois jours. 

Avec les souches n° 11 et 53, quand la culture est bien poussée, on 
note une zone, autour de la croix, ou le papier reste vierge. L’examen 
microscopique de cette zone ne montre aucune cellule bactérienne. Avec 


(1) S. A. Waxsman, Microbial antagonisms and antibiotic substances, 2° éd., 
New York, 1947. 

(2) A. G. Locuueap et G. B. Lannerxin, Plant and Soil, 1949, 4, 271. 

(3) Y. T. Tonan, J. Pocnon et A.-R. Privor, ces Annales, 1948, 74, 1. 
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la souche 51, par contre, la culture atteint les bords de la croix sans 
zone vierge intercalaire et sans fusion. 

Deux hypothéses sont possibles pour expliquer ce phénoméne ; 

1° La souche n° 3 sécréte une substance antibiotique vis-a-vis des 
Sporocytophaga myxococcoides et cette substance n’a aucune action sur 
Cylophaga aurantiaca. 

2° La souche n° 3 est un porteur de bactériophages spécifiques des 
Sporocytophaga myxococcoides. , 

Si la deuxiéme hypothése était vraie, on devrait trouver au micro- 


scope ¢lectronique des bactériophages dans la zone vierge et on deyrait 
pouvoir infecter les souches 53 et 11 au moyen de papier prélevé dans 
cette zone, 

Or |’examen au microscope électronique ne nous a rien révélé qui 
puisse étre interprété comme des bactériophages. De plus, les fibres 
prélevées en zone vierge et reportées sur une deuxiéme boite inhibent 
la culture des souches 11 et 53 autour delle. Si on répete une deuxidme 
fois Vopération avec les fibres de la deuxiéme boite, en zone vierge, 
le phénoméne d’inhibition diminue ou cesse. Ceci élimine toute idée 
de multiplication bactériophagique et doit étre interprété comme un 
épuisement de la substance antagoniste. 


(Institut Pasteur.) 
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ETUDE DE L’ACTION ANTIBIOTIQUE /W VITRO 
DE LA CHLOROMYCETINE SUR QUELQUES SALMONELLA 


par Ewarp EDLINGER. 


Nous n’avons trouvé dans la littérature qu’une seule publication [4] 
concernant l’action antibiotique in vitro de la chloromycétine. II s’agit 
d’observations surtout qualitatives sur le spectre bactérien d’action de 
cet antibiotique au cours de sa purification. L’importance de la chloro- 
mycétine dans le traitement des salmonelloses nous a incité 4 entre- 
prendre une étude in vitro pour essayer d’élucider le mode d’action 
de cette substance sur les bactéries. 

Nous avons utilisé dans nos expériences des échantillons de chloro- 
mycétine commerciale (1) [capsule de 0,25 g.]. La chloromycétine, trés 
résistante A l’action de la chaleur [2], est complétement soluble 4 70° C 
dans le propyléne-glycol. Nous avons obtenu ainsi les dilutions néces- 
saires & nos essais. 

Les souches, isolées de cas récents, avaient été examinées par 
M. P. Nicolle pour détermination de leur type bactériophagique. I! 
s’agissait de Salmonella typhi B562 (type C), B. 563 (type E,), 
B.564 (type T), B.565 (type F,) et de Salmonella paratyphi B 
J.65 (type 1), J. 70 (type Taunton), J. 71 (type Beccles), J. 72 (type 
Dundee). 


MESURE DE L’ACTION ANTIBIOTIQUE DE LA CHLOROMYCETINE. — Nous avons 
procédé A la mesure de l’activité du médicament selon Jes méthodes 
classiques de titrage des antibiotiques. 

1° Méthode des cylindres sur milieux solides. Apres incubation de 
vingt-quatre heures, on mesure la zone d’inhibition de la croissance 
produite par la diffusion de Ja chloromycétine. 

2° Méthode des dilutions en milieux liquides. Le milieu utilisé est 
le bevillon de digestion pepsique auquel on ajoute des concentrations 
variables de chloromycétine ; le milieu est ensemencé avec une quan- 
tité définie du germe a éprouver. 

Aprés un temps déterminé, on cherche quelle est la concentration la 
plus faible qui arréte tout développement apparent de la culture. 

Cette derniére méthode fait intervenir trois facteurs qui tendraient a 
diminuer la précision des résultats : 

a) La quantité de germes a l’ensemencement. Nous avons en général 
utilisé une dilution de 2.10® germes par centimétre cube, mais il nous 
a paru indispensable de chercher si les résultats vwariaient avec des 
concentrations différentes en germes. 

b) Les délais pour la lecture des résultats. Nous avons fait la lecture 
aprés six heures, vingt-quatre et quarante-huit heures pour ne laisser 
passer aucun changement éventuel. 


(1) Parx, Davis et ©°. Nous remercions les professeurs Tréfouél et Mol- 
laret de nous avoir procuré ce médicament, encore rare en France. 
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c) Les variations subjectives dans l'appréciation de la turbidité. Mais 
la comparaison avec le tube témoin de la culture sans chloromycétine 
et des tubes contenant de hautes concentrations suffit pour constater 
s’il y a eu croissance ou non, 

A ces trois facteurs s’ajoute un quatriéme, conditionné partiellement 
par les deux derniers : la croissance tardive. Celle-ci peut aussi étre le 
résultat d’une accoutumance ou de l’acquisiltion de la résistance du 
germe vis-a-vis de l’antibiotique. 

Les résultats de nos essais ont été réunis dans le tableau I. 

Sur milieu solide, les doses de chloromycétine employées sont nette- 
ment supérieures A celles qu’on utilise dans les milieux liquides. 
Nous avons observé une différence de résultats suivant les espéces bac- 
tériennes et méme suivant les souches. 

Dans la méthode des dilutions, la richesse d’ensemencement fait 
varier les résultats. G’est ainsi qu’une suspension plus dense de bac- 
téries diminue la sensibilité. D’autre part, la durée plus longue de 
Vincubation oblige & augmenter la dose de chloromycétine qui est 
nécessaire & l’arrét de la croissance. 

Apres vingt-quatre heures, les résultats sont sensiblement identiques. 

En tenant compte de ces facteurs, Ia meilleure méthode pour la 
mesure de la sensibilité d’un germe vis-d-vis de la chloromycétine 
semble ¢tre la méthode des dilutions ; le temps optimum de lecture est 
de vingt-quatre heures aprés la mise a l’étuve. 


EXPERIENCES SUR LE MECANISME D'AcTION. — La sensibilité des bactéries 
4 Vaction de la chloromycétine varic-t-elle au cours de leur croissance ? 

Nous avons ensemencé des tubes de bouillon avec une suspension 
de 2.10® germes par centimétre cube, d’une culture, sur gélose inclinée, 
de S. typhi B. 564 de dix-huit heures 4 87° C. On répartit les cultures 
en trois séries qui recoivent des doses croissantes de chloromycétine ; 
la premiere, sans délai ; la deuxiéme, aprés deux heures de séjour a4 
V’étuve ; la troisiéme, apres quatre heures & 37° C (tableau J). 

La lecture, aprés vingt-quatre heures 4 37° CG montre que la dose 
minimum d’inhibition, qui ¢tait de 6 yg. par centimetre cube pour la 
premicére série, s’éléve 4 10 yg. par centimetre cube pour la deuxiéme 
série et 4 12 yg. par centimetre cube pour la troisitme série. Méme si 
on tient compte de la richesse plus grande en germes dans les cultures 
des deux derniéres séries au moment de lintroduction de l’anti- 
biotique, Veffet optimum de la chloromycétine semble se produire 
lorsque Vintervention médicamenteuse est réalisée pendant le premier 
temps de la croissance, comme cela se passe pour la pénicilline. 

La chloromycétine ést-elle bactériostatique ou  bactéricide ? Aux 
suspensions en bouillon de digestion contenant 2.10° germes par centi- 
métre cube des quatre souches de S. paratyphi B étudiées, on ajoute 
des doses de chloromycétine qui empéchent toute croissance. Apres des 
intervalles différents variant de une dA vingt-quatre heures, on préleve 
I goutte dans chacun de ces tubes et on l’introduit dans un tube de 
bouillon neuf qu’on met a l’étuve A 37° C. Apres dix-huit heures, on 
oblient toujours une croissance abondante. 

Une autre expérience a été effectuée avec la souche S. typhi B. 563. 
Les suspensions de 2.10® germes par centimetre cube en bouillon de 
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digestion contiennent 10, 50, 200 yg. de chloromycétine par centimetre 
cube. On place les tubes a l’étuve et on, préléve des échantillons 4 
différents intervalles. 

La quantité de germes vivants est mesurée par une numération des 
colonies développées aprés quarante-huit heures & 37° C sur des boites 
de gélose, ensemencées avec ces échantillons. Cette courbe de survie est 
présentée dans la fig. 1. 

Le nombre des bactéries vivantes se maintient sensiblement constant 
aux concentrations de 10 4 50 yg. par centimetre cube de chloro- 
mycétine pendant les huit premiéres heures pour diminuer ensuite 
lentement ; apres soixante-douze heures de séjour a 37° Q, il 
reste plus de 10* germes. Si la concentration microbienne dans le 


SERMES{yp3 


bouillon contenant 200 yg. par centimetre cube de chloromycétine 
diminue plus rapidement des le début, il est nécessaire d’attendre 
quarante-huit heures pour que le nombre de germes tombe au-dessous 
de 100 par centimétre cube. 

L’effet de la chloromycétine in vitro parait done provoquer surtout 
une bactériostase ; Vaction bactéricide semble ¢tre  d’importance 
secondaire. 

SUR L’ACCOUTUMANCE OU LA RESISTANCE DES « SALMONELLA » VIS-A-VIS DE 
LA CHLOROMycETINE. — L’écueil principal de la chimiothérapie vient de 
apparition de germes résistants [3]. Devons-nous envisager un phéno- 
méne semblable avec la chloromycétine ? Naturellement, des essais in 
vitro ne peuvent donner qu’une réponse limitée aux conditions des 
expériences, mais ils permettent d’éliminer beaucoup de_ facteurs 
inconnus qui interviennent in vivo. 

Nous avons repiqué la cullure oblenue en présence de la dose 
maximum de chloromycétine compatible avec le développement du 
germe, dans un bouillon contenant des proportions doubles de chloro- 


mycétine, ct ainsi de suite jusqu’) ce que la concentration finale 
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atteigne 50 wg. par centimetre cube. La culture de toutes les Salmonella 
étudiées a été encore possible ; mais nous n’avons pas pu accoutumer 
les cultures 4 des doses plus élevées. 

Repiquées plusieurs fois sur gélose ordinaire, les cultures accoutumées 
a 50 yg. par centimétre cube de chloromycétine se développent abon- 
damment si elles sont de nouveau mises en contact avec cette dose. 

De méme, les cultures accoutumées A 15 ou 25 ug. de chloromy- 
cétine, et ensemencées sur boites de gélose contenant des doses plus 
élevées, mais ne dépassant pas 50 wg. par centimetre cube, donnent 
naissance & quelques colonies isolées qui s’avérent, aprés repiquage, 
résistantes 4 cette dose d’antibiotique. 

Exception faite pour S. typhi B. 564, il ne nous a jamais été possible 
d’obtenir d’emblée des colonies résistantes 4 plus de 15 yg. par centi- 
métre cube de chloromycétine. A cette dose, la fréquence d’apparition 
de mutants résistants & la chloromycétine a été d’environ 1 p. 10°. 
Chez S. typhi B. 564, 32 ug. par centimétre cube d’antibiotique 
laissent se développer des mutants résistants & une fréquence d’environ 
4 p. 10°. 

L’accoutumance agit-elle comme moyen de sélection du nombre trés 
faible de mutants ? La résistance acquise peut-elle étre interprétée 
comme une altération quantitative limitée de certaines cellules bac- 
tériennes » A ces questions, les résultats de ces recherches ne 
permettent pas de répondre. De toute fagon, la tendance au développe- 
ment d’une résistance semble étre trés faible, ce qui ne peut qu’étre 
trés favorable pour l’emploi thérapeutique de ce médicament. 

Résumé. — In vitro, les souches de Salmonella typhi et de S. para- 
typhi B étudiées montrent entre elles des différences individuelles 
certaines, quoique assez faibles, dans leur sensibilité vis-a-vis de la 
chloromycétine. 

La méthode de titrage par dilutions en milieu liquide est plus 
précise que la méthode des cylindres sur gélose. En milieu liquide, les 
résultats d’appréciation de la sensibilité dépendent dans une certaine 
mesure, de la richesse d’ensemencement et des délais écoulés entre le 
début de l’expérience et les lectures successives. 

Tl semble que la chloromycétine agisse surtout sur des cultures 
jeunes et qu’elle ait une action plus bactériostatique que bactéricide. 

Il est possible d’obtenir des cultures environ dix fois plus résistantes 
x la chloromycétine que Ja souche initiale. 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage.) 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Swirn (R. M.), Josryn (D. A.), Gruuzit (O. M.), McLron (GR AWS Wak 
Penne (R. M. A.) et Enruica (J.). J. Bact., 1948, 55, 425. 

[2] Euruicn (J), Bartz (O. R.), Smita (R. M.) et BuRKHOLDER (P. R.). Science, 
1947, 106, 417. 

[3] Demerrc (M.). J. Bact., 1948, 56, 177. 

[4] Craicre (J.) et Fenix (A.). Lancet, 1947, 4, 823. 


422 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


A PROPOS DE SALMONELLA ET DE SHIGELLA COLI 


par J. BRISOU. 


Dans une note publiée ici méme, en 1946, avec la collaboration de 
KE. Magrou, nous avons insisté sur la fragilité des tests biochimiques 
proposés pour le dépistage des coliformes d’origine fécale. Il est certain 
qu’aucun de ces tests ne donne satisfaction. On rencontre aussi bien 
Escherichia coli, Aerobacter et Klebsiellae dans les selles de sujets nor- 
maux ou malades que dans la nature. L’ « I.M.V.I.C. » a donc une 
valeur épidémiologique trés relative (1). Les travaux de Kauffmann (2), 
ceux d’Alessandro et Blasi (3), de Buonomini et d’Alessandro (4), ont 
attiré Vattention sur la fréquence de certains coliformes authentiques 
sensibles aux agglutinines anti-Salmonella ou anti-Shigella. 

Kauffmann parla de Salmonella coli pour caractériser les premiers, 
les auleurs ilaliens de Shigella coli pour les seconds. Chacun émit des 
hypothéses sur la signification de ces germes et leur intérét épidé- 
miologique, 

Les auteurs italiens ont insisté sur la fréquence de ces souches 
chez les convalescents d’infections typhoidiques ou dans l’entourage 
des malades. Nous sommes arrivé ® des conclusions analogues 
en 1948 (5,6). 

Le présent travail résume l|’observation de 170 souches de coliformes 
isolées chez des convyalescents d’infections typho-paratyphoidiques ou 
chez des malades atteints d’infections urinaires ou biliaires variées ; ou 
enfin isolées d’eaux de boisson contaminées et d’eau du port de 
Bizerte. 

Ces germes Glaient tous des coliformes certains, attaquant le lactose 
en vingt-quatre heures. Il s’agissait, la plupart du temps, du genre 
Escherichia ou Aerobacter ; plus rarement nous avons rencontré Aero- 
bacter cloacae (deux fois) et Klebssiella pneumoniae. 

Beaucoup de germes sensibles aux agglutinines T, A, B, C ou Vi ont 
été contrdlés avec plusieurs sérums expérimentaux spécifiques provenant 
de l'Institut Pasteur de Paris ou d’Oxford. 

Les coliformes isolés des eaux provenaient (chaque fois qu’ils se sont 
montrés sensibles aux agglutinines anti-Salmonella) de régions 
endémiques. D’un puits particulier nous avons isolé deux fois des 
coliformes fortement agglutinés par Je sérum_— spécifique  VI.VIII 
(Groupe C). Ce puits alimentait une famille dont nous avions soigné 
8 membres pour typhoide ct enregistré 2 décés. Dans un autre cas, un 
nourrisson mourait de gastro-entérite dans un hameau isolé ; deux jours 
apres, un autre nourrisson faisait un syndrome toxique grave. Des selles, 


(1) J. Brisou et E. Macrou, ces Annales, 1947, 73, 290. 

(3) KaurrmMann, Die Bakteriologie der Salmonella-qruppe. Winar Munds- 
caard-Copenhagen, 

(3) D’Atessanpro et R. Brasr, Boll. Ist. Sier. Milan, 1945. 

(4) G. Buonomint et p’AtEssANDRO, Igiene e Sanit publ., 1945, 4, 310. 

(5) J. Brisou, Cahiers Méd, Union Franc., janvier 1948. 

(6) J. Brisou, Cahiers Méd. Union Franc., février 1948. 
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PROVENANCE DES GERMES NOMBRE DE SOUCHES | 4, inne ea niet en 
oD 


el 30 
Urines.. . . 2 Seer ha Hy eeeertohs : 34 


Hémocultures : 4 (agglutinines Vi). 


Rush ee 4 
Excreta de poules (Epizootie). . | 4 (Para C). 


Eaux : 


33 

Citernes ; 
Bateaux 0 
Meng Port)\¢ ear pases 50 
Souches R autoagglutinables. . 


On remarquera que les eaux de bateaux, peu souillées, ne contenaient pas de coli- 
formes agglutinables. 


on isola un paratyphosus C ; les selles de la mére contenaient des 
coliformes sensibles aux agglutinines V.VIII ; dans l’eau de boisson, 
fortement souillée, on retrouvait des germes analogues. 

Il y aurait intérét, bien entendu, 4 multiplier ces recherches. Le 
pourcentage de souches agglutinables chez les malades ou dans les 
eaux souillées se fixe aux environs de 30 p. 100. 

Jusqu’ici nous avons testé une vingtaine de souches isolées des 
selles de malades traités par la chloromycétine. Nous n’avons pas 
encore rencontré une seule souche agglutinable. Nous poursuivons lc 
travail dans ce sens. Seules des statistiques importantes pourront nous 
éclairer sur le réle de ces coliformes sensibles aux agglutinines anti- 
Salmonella ou anti-Shigella. 


(Ecole de Santé Navale et Coloniale, Bordeaux.) 


CULTURE D'UNE SOUCHE DE BACILLUS MEGATHERIUM 
EN MILIEU SYNTHETIQUE GLUCOSE 
SPORULATION PAR PENURIE DE ZINC 
EN PRESENCE DE CALCIUM 
par Norpert GRELET. 

Nous avons décrit antérieurement (1) un milieu synthétique qui, en 
culture aérée par agitation, permet un développement abondant de 


Bacillus megatherium, souche ML, variant A (rugueux). 


(1) N. Greet, ces Annales, 1946, 72, 153. 
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Ce milieu était réalisé par solution dans l’eau de source de produits 
purs pour analyses du commerce. ; 

Nous avons montré (2) que si, dans la composition de ce milieu, on 
diminue la quantité de glucose ou de nitrate, ou si l’on supprime 
le sulfate ferreux, la pénurie de l’aliment carboné, ou de 1|’aliment 
azoté, ou du fer, provoque la sporulation. 

Reprenant cette étude, nous avons remplacé l’eau de source par l’eau 
bidistillée. L’eau de source apportait des quantités suffisantes de zine 
et de calcium. Avec l'eau bidistillée, il faut ajouter ces ions au milieu 
pour obtenir des cultures aussi abondantes. 

Le milieu s’établit donc ainsi : 


MOLECULE/LITRE 
POHeR ©. cous «as Rw ees 
SO,Mg. 7H,0. . . 5 x 10-" 
So,Mo, 4H,0. . . cathe ocd Ole 
(SO,)3F eo. . . 5 x< 40 = 8 
S0,Zn, 7H,0. : By EUS 
Cl,Ca, 4H,0 . Jorma oul eas 
NOK Sar Pe er am. ee ey eae 
Glucose (ajouté aprés stérilisation). ...... 253 X 40-4 
KOH (pHi aprés stérilisation : 5,65) . 3 5594103 


Ce milieu est réparti par 25 cm® dans des flacons d’Erlenmeyer 
de 150 cm*, qui sont agités a 30°. 

On ensemence avec Bacillus megatherium, souche ML, variant A : 
a partir du stock de spores gardé en tubes scellés & la glaciére (provenant 
d’une culture sporulée par épuisement de glucose, et traitée un quart 
d’heure a 80°), on fait un premier passage sur milieu synthétique 
sans zine ni calcium ; avec cette jeune culture on ensemence les divers 
milieux d’une expérience. 

Avec le milieu complet, la croissance est rapide, le glucose (45 g./1) 
est épuisé en deux jours, ce qui entraine la sporulation et 1’alcalini- 
sation de la culture. 

Si on supprime le zinc dans la formule du milieu, la croissance est 
limitée 4 la moitié environ de ce qu’elle atteint avec le milieu complet ; 
le glucose n’est pas épuisé et le pH s’abaisse jusqu’a 4,1. 

Ikn présence de calcium 5 x 10-*M, cette limitation de croissance 
s’accompagne d’une sporulation dés la trente et uniéme heure. Si on 
réduit le calcium 4 5 x 10—-°, la sporulation n’intéresse plus qu’une 
partie des germes. Si on supprime le calcium, les bactéries deviennent 
globuleuses, puis coccoides, mais la sporulation n’a pas lieu. 

En conclusion : la limitation de la croissance par pénurie de zinc 
déclanche la sporulation, 4 la condition qu’il y ait assez de calcium 
dans le milieu. Nous poursuivons cette étude des conditions de sporu- 
lation dans le cas d’autres facteurs limitant la croissance. 


(Institut Pasteur. Service des Fermentaltions.) 


(2) N. Greter, C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 418. 
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UNE REACTION DE FLOCULATION REVELATRICE 
DE L’ACTIVITE DE LA TUBERCULOSE-MALADIE 


par L. SAINT-PRIX. 


Svil existe, a cOlté des méthodes  cliniques, radiologiques et de la 
tuberculination, de nombreux procédés de diagnostic expérimental de 
infection tuberculeuse, aucun d’eux nest encore, pratiquement, 
susceptible, on le sait, de permettre une discrimination entre les états 
de tuberculose-« infection » ect de tuberculose-maladie, et dans ce 
dernier cas, de renseigner sur l'état « actuel » de l’infection tuber- 
culeuse et de son évolution. 

Récemment, Nine Choucroune (1) a montré, par une réaction de 
précipitation du sérum tuberculeux en présence d’un polysaccharide 
du bacille tuberculeux, « qu’il devait exister une corrélation possible 
entre les anticorps polysacharidiques et la résistance a Vinfection tuber- 
culeuse ». A notre connaissance, cette réaction n’est pas encore entrée 
dans le domaine de la pratique. 

Nous avons été amené, de notre coté, 4 mettre au point une méthode 
de diagnostic par floculation du sérum comme du _ liquide céphalo- 
rachidien suspects en présence d’un réactif spécial dont nous faisons 
connaitre la formule aujourd’hui. 

Poursuivant, en effet, étude du role joué par Vextrait de coeur dans 
les « antigénes » syphilitiques, nous avons envisagé de remplacer dans 
lV « antigéne » de Saint-Prix et Mutermilch (2) Vextrait d’organe par 
Vextrait bacillaire de Boquet et Négre. La floculation obtenue avec le 
sérum de tuberculeux en période d’évolution tuberculeuse aigué nous 
a incité A préciser le taux respectif des éléments entrant dans la 
composition d’un réactif sensible, spécifique et donnant des réactions 
de lecture aisée. 4 

Le réactif qui répond A ces exigences est un mélange d’extrait 
méthylique phospho-lipidique de bacilles de Koch (types humain et 
bovin), de teintures de tolu et d’isobornéol, dans les proportions sui- 
vantes : 


Extrait bacillaire (technique Boquet et Négre) dilué 


a 4:4 dans l’alcool méthylique 8995 .......-. 1 partie. 
Teinture-mére de tolu diluée. 4 4 : 6 dans Valcool 
MUMS DENY G GUO An BO SEF rece ote wtey ae uo Meh rete) <a) = yo) 5) Rel 1 partie. 
Teinture d’isobornéol 4 2 p. 100 dans l’alcool méthylique ; 
SOMES Gaara io ne du sce On ice > eros OC ma aston eer te 5 parties. 
I. S¥ro-ReAcTION. — 1° Préparation de la suspension antigénique. — 


La suspension antigénique est ainsi préparée : 
Dans un premier tube a essai, on introduit 1 cm* du réactif. 


(1) Nine Cyoucroung, C. R. Acad. Sci., 1949, 229, 145. 
(2) L. Sant-Prix et S. Mutermitcn, ces Annales, 1950, 78, 83. 
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Dans un deuxidme tube 2 essai, on introduit 10 cm® d’eau salée (NaCl) 
2 2 p. 100. Les tubes sont bouchés au coton, pour éviter l’évaporation 
et placés au bain-marie 4 48° pendant dix minutes. Leur contenu est 
mélangé, aussi rapidement que possible, en versant l'eau salée sur le 
réactif. Le mélange est reversé dans le deuxiéme tube et ensuite dans 
le premier tube ; la suspension est alors réparlie, encore tiéde, dans 
chacun des tubes & hémolyse de la réaction A la dose de 1 cm*. 

2° Disposition de la réaction et technique. — La réaction est disposée 
de la facon suivante 


TUBE TUBE "TUBE TUBE 
|« réaction »|« comparaison » « témoin I » | « Témoin II 
Sérum suspect non chaulfé. . ... .| 0,2 cm® 0,2 cm® 
Sérum tuberculeux non chauffé. .. . On 2 tome ; 
Sérem non tuberculeux, non chauffé . 0,2 cm 
Formaldébyde a4" p.100....... 1 goutte. F 
Suspension antigénique. ...... .}| 4 cm* 4 om’ Peeeiceme { com 


Les deux tubes témoins de sérums tuberculeux et non tuberculeux 
sont parfaitement inutiles ; car l’expérience a montré que l’aspect du 
lube « témoin II » (sérum non tuberculeux) était identique a celui 
du tube « comparaison », et que la floculation était totale (+ + +) 
dans le tube « témoin I » (sérum tuberculeux). 

Le mélange des éléments entrant en jeu (sérum et antigéne) est assuré 
par l’agitation énergique. Le portoir est ensuite abandonné a la tempé- 
rature du laboratoire pendant vingt-quatre 4 quarante-huit heures. 

3° Lecture el notation des résultats. — A lexpiration de ce délai, 
J. lecture s’effectue par l’examen direct du tube de la réaction au 
moyen de la loupe, ct aprdés agitation, par comparaison du_ tube 
« réaction » avec le tube « comparaison ». 

La lecture sera facilitée par l’emploi du miroir concave, certains 
sérums pouvant floculer sans que se forme de précipité. 

Les sérums tres posilifs (+ + +) floculent en clarifiant complétement 
le mélange ; 

Les sérums positifs (+ +) floculent en clarifiant partiellement Je 
mélange ; 

Les sérums légérement positifs (+) floculent en formant un léger 
précipité ou en opacifiant le mélange ; 

Les sérums négatifs (0) ne floculent pas : le mélange reste transparent 
et semblable 4 celui du tube « comparaison ». 


Il. R&ACTION AVEC LE LIQUIDE CKPTALO-RACHIDIEN. — 1° Préparation de 
he suspension antigénique. — La préparation de la suspension anti- 
génique et la conduite de la réaction sont analogues a celles indiquées 
4’ propos du sérum, mais avec la différence que Veau salée est a 
0,9 p. 100 au lieu de 2 p. 100. 

2° Disposition et technique de la réaction, La disposition de la 
réaction s’effectue comme suit : 
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TUBE TUBE 
« réaction » « comparaison » 
Liquide céphalo-rachidien. . . . . 0,5 cms 0,5 cm* 
Formaldéhyde @ 40 p. 100... .. LV gouttes. 
Suspension antigénique. .... . 0,5 cm? 0,5 cm* 
3° Lecture et notation des résultats. — La lecture et la notation des 


résultats se font comme pour la séro-réaction. 


Ill. Résutrats. — 1° 590 sérums ont été examinés par cette méthode ; 
ils se répartissent comme suit : 

468 sérums, appartenant a des sujets strement indemnes de tuber- 
culose é€volutive (il s’agissait d’individus choisis intentionnellement au 
hasard, jeunes ou adultes, réagissant ou non a la tuberculine, atteints 
ou non d'autres affections) : la réaction a toujours été négative. 

48 sérums (3) provenant de sujets présentant une tuberculose cli- 
nique évolulive : la réaction a toujours été positive, 

74 sérums provenant de sujets ayant présenté, aulrefois, une tuber- 
culose évolutive, actuellement stabilisée ou guérie, ont fourni également 
une réaction négative. 

kn outre, 3 tuberculeux, porteurs de lésions anciennes, avec crachats 
bacilliféres (reconnus aprés tubage), apyrétiques, et se trouvant dans 
un état général satisfaisant, voire excellent, avaient présenté, & un 
certain moment, une réaction négative. L’un d’entre eux, peu de temps 
apres, a vu se positiver sa réaction. 

2° 191 liquides céphalo-rachidiens ont été examinés par la technique 
décrite ci-dessus. 

27 liquides céphalo-rachidiens se sont révélés positifs. Parmi ceux-ci, 
i] n’avait pas été possible de déceler d’une maniére péremptoire |’étio- 
logie d’un grand nombre de cas, qui relevaient ou de la neurologie ou 
de la psychiatrie. 

nah 

Nous n’envisageons pas de présenter les résultats de ces recherches 
sous la forme de statistiques qui n’auraient aucune signification, étant 
donné le caractére particulier et l’allure oscillante de la tuberculose- 
maladie, dont l’état « actuel », chez un malade donné, plus que dans 
toute autre infection, dépend a la fois du terrain et de la virulence du 
bacille. Néanmoins, il nous est, dés maintenant possible, de donner un 
résumé de nos investigations. 

A la lumiére des examens pratiqués et des observations qui nous ont 
été communiquées, on peut tirer les premiéres conclusions suivantes : 

1° Le mélange convenable de l’extrait méthylique de Boquet et Negre, 
de teintures de tolu et d’isobornéol, en milieu méthylique, réalise un 
réactif dont l’emploi permet la mise en ceuvre d’une méthode sensible 
de floculation pour le diagnostic de la tuberculose-maladie. 

2° Le diagnostic, par cette méthode, a devancé dans bien des 
circonstances le diagnostic clinique, en éveillant ainsi |’attention du 
clinicien. 


(3) Nous remercions bien vivement les Drs Delaville, P. Bourgeois, Gui- 
raud, Garreix, Caramanian, Lhuerre, Teulié, pour le précieux concours 
quwils nous ont apporteé. 
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3° Les états allergiques, ne traduisant que l’infection ou la résistance 
(immunité d’infection) et non la maladie, ne sont pas révélés par la 
séro-floculation. 

4° L’intensité de la séro-réaction parait en rapport avec l’activité de 
la maladie. L’épreuve permet, en effet, de suivre, soit les fluctuations 
spontanées, soit les effets du traitement, sauf dans la période terminale 
ot: elle ne s’est pas trouvée en corrélation avec la gravité de l’état du 
malade. 

5° Les substances floculantes ont été décelées dans le sérum sanguin 
et dans le liquide céphalo-rachidien chez des sujets ayant présenté des 
céphalées intolérables, des syndromes nerveux atypiques, qu’aucune 
autre étiologie ne saurait expliquer ; elles sont susceptibles d’exister 
indifféremment dans le liquide céphalo-rachidien et dans la circulation 
oénérale, de coexister avec des réagines syphilitiques. 

6° Cette épreuve ne s’oppose point aux méthodes d’investigations 
habituelles, elle les complete. 

7° La spécificité semble étre dans les limites tolérées pour les réactions 
biologiques. 

8° Des états physiologiques ect pathologiques, tels la grossesse, la 
syphilis et autres affections, n’exercent aucune influence sur le sens de 
la réaction. 

nye 


Nous poursuivons nos investigations et, singuliérement, nous 
recherchons actuellement la valeur de notre réaction adaptée & la tuber- 
culose bovine. Cette réaction peut se révéler, dans ce domaine, d’un 
grand intérét comme complément de la réaction tuberculinique dont les 
« défaillances » par exces ou par défaut constituent un obstacle A la 
mise en oeuvre de la prophylaxie sanitaire de Vinfection chez les 
bovins, 


(Laboratoire Central de Biologie des Hépitaux Psychiatriques 
de la Seine, — Centre Psychiatrique de Sainte-Anne.) 


UNE GONO-SEROREACTION DE FLOCULATION 


par L, SAINT-PRIX, 


Dans une note antérieure (1), nous avons montré la possibilité 
d’appliquer au diagnostic de la tuberculose une méthode de floculation 
mettant en ceuvre un antigéne spécifique associé aux teintures de tolu 
et d@isobornéol (2). Encore que la méthode de floculation, en dehors 
des essais de Meinicke, Muller, Mazepova (3), n’ait pas fait Lobjet 
(application au diagnostic de la gonococcie, nous avons pensé qu'un 
antigene spécifique, de composition sensiblement comparable A celui 


(1) L. Saint-Prix, ces Annales, 1950, 78, 425. 
(2) L. Saint-Prix et S. Murermitcn, ces Annales, 1950, 78, 83. 
(3) Cités par Bonner, Traité de ’Immunilé, 2° édit. 
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utilisé pour le diagnostic de la tuberculose, pourrait permettre la mise 
au point d’une méthode de floculation. 

Le succés d’expériences préliminaires, tentées A l'aide de sérum de 
cheval hyperimmunisé contre la gonococcie, dilué A des taux variables 
dans du sérum humain normal, nous a amené a préciser les proportions 
relatives des éléments entrant dans la constitution d’un bon réactif, 
c’est-a-dire apte 4 donner une épreuve sensible, spécifique et de lecture 
facile. 

L’extrait microbien auquel nous nous sommes adressé est celui pré- 
conisé par Le Minor (4) dans la gono-réaction par la méthode de fixation 
de |’alexine au moyen de la technique de Kolmer. I] s’agit d’un extrait 
glucido-lipidique en milieu  physiologique glycériné, préparé apres 
hydrolyse par la soude, centrifugation pour rejet des débris microbiens, 
précipitation de l’extrait par l’acide trichloracétique a 10 p. 100, 
nouvelle centrifugation et alcalinisation pour redissolution de 1’extrait. 
La formule qui nous a donné les meilleurs résultats est la suivante 


Extrait glucido-lipidique gonococcique (technique de 
institutPasteuride Paris) (ye eck east «yee 4 partie. 
Teinture-mére de tolu 41: 7dans l’alcool 895°. . . . . 4 partie. 
Teinture disobornéol a 0,50 p. 100 (teinture d'isobornéol 
a 1 p.4100 dans l’alcool & 90°, diluee 44 avec l’alcool 495°). 2 parties. 


Réaction. — 1° Préparation de la suspension antigénique. — La 
suspension anligénique est ainsi préparée 

Dans un premier tube a essai, on introduit 1 cm* du réactif. 

Dans un deuxiéme tube a essai, on introduit 10 cm? d’eau salée (NaCl) 
a 2 p. 100. 

Les tubes sont bouchés au coton, pour éviter l’évaporation et placés 
au bain-marie 4 48° pendant dix minutes. Leur contenu est mélangé, 
aussi rapidement que possible, en versant l’eau salée sur le réactif. 
Le mélange est reversé dans le deuxiéme tube et ensuite dans le premier 
tube ; la suspension est alors répartie, encore ti¢de, dans chacun des 
tubes 4 hémolyse de la réaction & la dose de 1 cm?. 

2° Disposition de la réaction et technique. — La réaction est disposée 
de la facon suivante 


TUBE TUBE [TUBE TUBE 
« réaction »|}« comparaison »| « témoin I » « témoin II » 
rum suspect non chauffé. .... .| 0,2 cm? 0,2 cm? ; 
rum gonococcique non chauffé . 0,2 cm' ; 
rum non gonococcique, non chauffé. 0,2 cm 
rmaldéhyde a 40 p. 100. I goulte. : 
spension antigénique....... .| 4 cm® 4 cm’ | 4 cm* 1c ane 


Les deux tubes-lémoins de sérums gonococcique et non gonococcique 
sont parfaitement inutiles, car l’expérience a montré que l’aspect du 
tube « témoin II » (sérum non gonococcique) était identique a celui dy 


(4) Ly Minor, ces Annales, 1948, 75, 383, 
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tube « comparaison », et que la floculation était totale (+ + +) dans 
le tube « témoin I » (sérum gonococcique). 

Le mélange des éléments entrant en jeu (sérum et antigéne) est 
assuré par l’agitation énergique. Le portoir est, ensuite, abandonné a 
la température du laboratoire pendant vingt-quatre heures. 

3° Lecture et notation des résultats. — A Vexpiration de ce délai, la 
lecture s’effectue par l’examen direct du tube « réaction » au moyen de 
la loupe, et aprés agitation, par comparaison du tube « réaction » avec 
le tube « comparaison ». 

Les sérums trés positifs (+ + +) floculent en clarifiant complétement 
Je mélange ; 

Les sérums posilifs (+ +) floculent en clarifiant partiellement le 
mélange ; 

Les sérums légtrement positifs (+) floculent en formant un léger 
précipité ou en opacifiant le mélange ; 

Les sérums négatifs (0) ne floculent pas : le mélange reste transparent 
et semblable 4 celui du tube « comparaison », 


Il. Résurrars. — 279 sérums ont été examinés par celle nouyelle 
méthode ; ils proviennent, pour la plupart, de consultants du Service 
d’Urologie de l'Institut prophylactique de la rue d’Assas (5). 

248 sérums provenant de personnes, soit saines, soit atteinles de 
gonococcie aigué en decd du septiéme au huitiéme jour d’incubation 
de la maladie, n’ont pas présenté de floculation. Cette floculation 
spécifique apparait nettement dés le huiltiéme jour apres le contact 
infectant ; elle est plus marquée encore dans le cas d’infection 
chronique. 

31 sérums ont donné des résultats positifs, les femmes ayant fourni 
un pourcentage plus élevé que les hommes, ce qui n’est pas surprenant, 
étant donné la facilité pour le sexe masculin de poser lui-méme le dia- 
gnostic et lefficacité de la pénicillinothérapie. Les résultats sérologiques 
ont été confirmés, soit bactériologiquement, soit cliniquement dans le 
cas ot. le microscope n’a pas décelé la présence du microcoque de 
Neisser. 

Il résulte de ces observations que 

1° Le mélange convenable d’extrait gonococcique du microcoque de 
Neisser, selon la technique préconisée par Le Minor, et de teintures de 
tolu et d’isobornéol, constitue un réactif de choix pour servir dans 
une épreuve de séro-floculation du diagnostic de Vinfection gono- 
coccique. 

2° La gonococcie chronique est en régression chez l’homme ; elle 
affecte plus particuliérement la femme. i 

3° La réaction n’est pas influencée par des Glats physiologiques (la 
grossesse), ou par des états pathologiques (syphilis, tuberculose et autres). 

4° La spécificité semble é¢tre dans les limites tolérées pour les 
réactions biologiques. 

(Laboratoire Central de Biologie des Hdépilaux Psychialriques 
de la Seine, — Centre Psychiatrique de Sainte-Anne.) 


(5) Nous remercions bien vivement les Dts Mutermilch, Delaville, Palazzoli, 
Chazel, Durand de l'Institut’ Prophylactique Vernes, pour le précieux 
concours quils nous ont apporté, 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans_ les 
Annales de Institut Pasteur : 


Etude biologique des staphylocoques pathogénes d’origine 
animale, par J. Pret, S. Isprar et P. Mercier. 


Assimilation des acides acétylacétique et g-hydroxybutirique 
par « Bacillus megatherium », par M. Lemorcne, C. Ptau-Lenoit. 
et M™e M. Croson. 


Relation entre l’intensité de l’irisation des colonies de cer- 
taines « Samonella » et leur constitution antigénique, 
par P. Nicotze, A. Jupe et L. Le Minor. 


Identification des staphylocoques par les  bactériophages. 
II. Essai de classification par la méthode des phages, par 
R. Want et P. Lapeyre-MENSIGNAC. 


Des conditions d’action des substances dites « superficielle- 
ment actives » sur les micro-organismes, par G. D. Drrvicuian. 
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OUVRAGES REQUS 


M. Marshall, L. Newton et A. P. Orr. — A sludy of cerlain British 
seaweeds and their utilisation in the preparation of agar, published 
for the Ministry of Health and the Ministry of supply by his 
Majesty’s stationery office, London 1949, 184 pages. Prix : 27s. 6 d. 


Les difficultés de lapprovisionnement en temps de guerre ont 
conduit la Grande-Bretagne, comme d’autres pays européens, a recher- 
cher la possibilité de fabriquer la gélose indispensable aux milieux de 
cullure bactériologiques A partir de produits indigénes ou trouvés a 
proximilté immeédiate des cdtes nationales. 

Aprés de nombreux essais, deux algues, extrailes des mers conti- 
nentales britanniques, Gigarlina stellata et Chondrus crispus ont éLé 
retenues pour des préparations industrielles. La fabrication a été entre- 
prise sous l’égide des Ministéres de la Santé et du Ravitaillement. Le 
présent ouvrage relate l'ensemble des études botaniques, chimiques, 
physiques, industrielles auxquelles a donné lieu cette étude. Clairement 
présenté, luxueusement illustré, accompagné de cartes géographiques 
indiquant les gisements des algues utilisées el renfermant en appen- 
dice @importantes tables de données touchant au rendement d’extrac- 
tion, ce livre est une contribution précieuse A létude d’une fabrication 
utile dont les applications dépassent les restrictions du temps de guerre. 
Le probléme mériterait de retenir l’attention des fabricants francais 
avec Laide des botanistes compétents : la documentation de cet ouvrage 
leur sera précieuse. 

Pek 


A. A. Miles ct N. W. Pirie. — The nalure of the bacterial surface, 
A Symposium of the Society for General Microbiology, April 1949, 
Blackwell Scientific Publications, Oxford 1949, 179 pages. 
Prixes,) L6=sh: 


Ce livre intéressant réunit les rapports el communications présentés 
en avril 1949 a l'occasion d’un symposium de la Society for General 
Microbiology, et groupe parmi de nombreux auteurs des noms émi- 
nents de la bactériologie contemporaine. La structure superficielle des 
Shigella, des organismes Gram-posilifs, le mécanisme de adsorption 
des bactériophages A la surface des cellules, les phénomenes enzyma- 
liques appliqués & la membrane bactérienne, la nature chimique de 
leur couche superficiclle, la formation des capsules chez le pheumo- 
coque, le probléme de la motilité bactérienne et celui de la consti- 
tution flagellaire, tels sont, parmi d’autres, quelques-uns des problémes 
fondamentaux qui sont ¢ludiés par les auteurs les plus qualifiés sur le 
sujet. Des microphotographies électroniques, d'une qualité exception- 
nelle, ainsi que quelques graphiques et documents pholographiques 
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illustrent de fagon saisissante un texte dont la présentation technique 
parfaite ajoute a l’attrait de la lecture. Un livre que tous-les bacté- 
riologistes voudront et devront lire. 

PL, 


Jcseph W. Bigger. — Handbook of Bacteriology, Bailliére, Tindall and 
Cox, London 1949, 547 pages. Prix :; 20 sh. 


L’ouvrage du Professeur Bigger ne prétend pas a loriginalité : il est 
néanmoins, parmi les livres élémentaires de bactériologie destinés aux 
éludiants, aux médecins comme aux praticiens, l'un des plus clairs 
et des plus agréablement présentés parmi ceux existant a ce jour dans 
la littérature de langue anglaise. La présente édition a rajeuni et 
cvomplété pas mal de notions que l’on trouvait dans les éditions précé- 
dentes. La qualité de Jlillustration, qui était déja excellente, a été 
améliorée par |’introduction d’un certain nombre de clichés de photo- 
micrographies électroniques. Les chapitres consacrés aux rickettsies et 
aux spirochétes ont été augmentés. Certaines des techniques ont été 
précisées. L’ouvrage est, dans l’ensemble, quoique élémentaire, fort 
sympathique et d’une impeccable présentation. 

Pan: 


W. A. Sexton. — Chemical constitution and biological activity, E. et 
F. N. Spon Ltd., 22, Henrietta St., London W, C.. 2 (1949), 
412 pages. Prix : 55 sh. 


Constitution chimique el activilé biologique. — Chimie, Biologie, 
Médecine, Agriculture, apportent, depuis quinze ans surtout, leur 
concours a l'un des chapitres les plus importants de la Science 
moderne. Sexton a puisé a ces diverses sources les documents qui Jui 
ont permis de présenter |’état actuel de nos connaissances sur quel. 
ques sujets délerminés (la bibliographie va jusqu’en 1947), et de guider 
le lecteur dans la recherche de références complémentaires. 

La premicre partie du livre (chapitres I 4 V) traite de la structure 
chimique des macromolécules et des mécanismes chimiques et physico- 
chimiques de l’activité médicamenteuse en général. 

Chacun des 16 chapitres de la seconde partie s’attaque 4 un pro- 
bléme arbitrairement sélectionné mais illustrant, autant que possible, 
les principes posés dans la premiére partie. I] semble donc indispensable 
d’énumérer les principaux sujets choisis. Il s’agit de l’étude : de la 
Nicotinamide et de la Riboflavine ; de |’Aneurine ; des relations entre 
Sulfamidés et Atcide p-aminobenzoique ; d’autres facteurs de_ crois- 
sance tels que Pyridoxine, Acide pantothénique, Biotine, Pyrimidines, 
Purines et Ptérines ; des Porphyrines ; de la Choline et de ses dérivés ; 
des Quinones d’origine naturelle ; des bases chimiques de la Symbiose 
et du Parasitisme, illustrées par les formules des antibiotiques issus 
du sol ; de quelques Bactéricides et Fungicides ; Insecticides et Anthel- 
mintiques ; de certaines Hormones ; des Facteurs ou Régulateurs de 
croissance des végétaux. Certains chapitres : Médicaments antiproto- 
zoaires ; Cancer ; Antigénes et Anticorps, comportent une introduction 
biologique destinée plus au chimiste qu’au biologiste. Enfin, quelques 
études concernant des dérivés naturels importants (exemple : stéroides, 
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caroténoides) ont été volontairement omises par l’auteur, car, bien 
que la constitution de ces corps soit connue, on ignore encore les pro- 
cessus chimiques par lesquels ils exercent leur action biologique. 

Ce que Sexton a désiré mettre en évidence, tout au long de son 
exposé, c’est importance de la contribution apportée par la Chimie 
% Vavancement des connaissances biologiques. 

On ne peut que conseiller vivement la lecture de ce livre, étant 
donné le choix des sujets, la personnalité de l’auteur et la compé- 
tence avec laquelle ils ont été traités. | 


a as 


T. Tritrovitn. | 
q 
‘ 
5 
' 
: Le Gérant : G. Masson. 
! 
\ 
3 is Dépot légal. — 1950. — 1" Trimestre. — Numéro d'ordre 1136. — Masson et Cie, édit., Paris, 
iis Ancee Imp, de la Cour d’Appel, 1, rue Cassette, Paris. 


_ SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 
ASSOCIATION DES MICROBIOLOGISTES DE LANGUE FRANCAISE 
(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


EXTRAIT DES STATUTS : 


Article premier. — L’association dite Association des Microbiologistes 
de Langue Francaise, fondée en 1937, 4 Faris, a pour but de grouper les 


A ED te ee 


NS 


a son siége a Paris. | 

) L’association se compose de membres nalionaux et de. membres 
étrangers de toutes langues. 

_ La langue francaise est la langue officielle des Congres de 1’Association 
et celle de la publication de ses travaux. 

Art. 2. — L’A.M.L.F. est instituée uniquement pour “étude et la 
: discussion en commun de toutes les disciplines relevant de la science 
~ microbiologique. : 
Art. 8. — Les membres nationaux de 1’A.M..L.F., ainsi que les 


/ membres étrangers résidant habituellement en France constituent la ‘Sec- 


» tion francaise de 1’A. M. L. F. ou SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIO- 
_ LOGIE. La Section francaise de ]’A.M. L. F. recoit dans l’intervalle des 
~ Congrés une délégation permanente du Conseil de 1’A. M. L. F. Son activité 
est régie par un réglement intérieur, approuvé par 1’Assemblée Générale. 


Art. 4. — La Section francaise de 1’A. M. L. F. ou SOCIETE FRANCAISE | 


DE MICROBIOLOGIE, constitue de plein droit la Section francaise de 
' Association internationale de Microbiologie. 


Art. 5. — Peut faire partie de l’Association toute personne remplissant - 


_ une fonction scientifique dans un laboratoire de microbiologie (microbio- 
_logie pure ou appliquée, bactériologie, pathologie infectieuse, immuno- 
_ logie, sérologie, chimiothérapie, cancérologie),-ou ayant publié des travaux 
scientifiques de microbiologie. 
_ Art. 28..— Publications — Les publications des travaux exposés dans 
les séances mensuelles se font dans les conditions et selon les modalités 
' décidées par le Bureau de la Section frangaise. 
Le Bureau peut refuser de publier tout travail ou communication, qui 
_ me serait pas conforme aux buts de l’association ou au caractére de ses 
publications. Ses décisions sont sans recours. 
Art. 27. — Les auteurs des communications et démonstrations devront 
_ étre membres de |’Association. Les étrangers 4 l’Association ne seront 
~ acceptés comme auteurs que s’ils ont pour co-signataire un membre de 
Association, ou s’ils ont été invités par le Bureau a faire une communi- 
cation, ou si un membre de I’Association ayant assisté aux recherches 
tapportées se charge de discuter le travail en séance. 


t 


En dehors des Congrés, dont la périodicité et la date sont fixées 
par l’Assemblée Générale sur la proposition du Bureau, 1’ Associa- 
tion se réunit en séances consacrées 4 des communications scien- 
tifiques, le premier jeudi de chaque mois (aodt et septembre 
exceptés), & 16 heures. Les séances ont lieu au Grand Amphithéatre 
de l'Institut, Pasteur ; elles sont publiques. 

Les membres désirant présenter des communications sont priés 
--d’en aviser le Secrétaire général, et de lui en communiquer le titre, 
pour permettre |’établissement de V’ordre du jour de la réunion. 
Le texte des communications doit étre remis A la séance, établi 
ne varielur, en exemplaire dactylographié original. La bibliographie 
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des auteurs cités sera établie, conformément aux régles admises par 
l’Association Internationale de Microbiologie, dans l'ordre suivant a} 
nom de l’auteur, tilre du périodique (en abrégé et en italiques), 
année de publication, fome (en chiffres arabes gras), page. Les | 
signes t., p., etc., sont supprimés. Les abréviations des noms de 
périodiques courants figurent sur une liste qui sera adressée aux 
auteurs, sur leur demande. Les figures illustrant le texte doivent étre 
remises avec leurs clichés typographiques, sinon il pourra en résulter 
des délais de publication. La Rédaction se charge, te cas échéant, 
de faire faire tous les dessins, graphiques, tracés, et de faire clicher, 
aux frais des auteurs, tous les documents qui lui seront adressés & 
temps, soit huit jours au moins avant la séance, pour parulion dans 
le numéro suivant des Annales de l'Institut Pasteur. a 
En raison des restrictions apportées aux publications par les 
circonstances actuelles, le texte de chaque communication ne pourra 
occuper plus de deux pages de l’emplacement réservé dans les, 
Annales de l'Institut Pasteur, soit environ 1.200 mots. Les références 
bibliographiques et les clichés, s’il y en a, seront compris dans cet 
espace. Toute communication dépassant ce maximum sera refournée 
& son auteur, ou devra avoir été préalablement acceptée par la 
Rédaction des Annales de l'Institut Pasteur, pour y paraitre en 
Mémoire. 


Le Secrélaire général : P. Lépine. 
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Communiealions : 


Antagonisme entre le virus lymphogranulomateux et-le Treponema pallidum, 
par,.C. EVAn TC etyAs. VAISMAN SW, ie noe pee tense nam ar V8) ae ae Ha 
Effets antituberculeux exercés par Ja streplomycine chez les souris conta- 
minées par les souches de bacilles acido-résistants H. 512, BCG et 607, par 
CO. Levanir,’ et Ac VAISMAN, 0. oon ig tras esis hics astra dae cone aateie aie ma oe en 407 
Inclusions négriformes en culture de tissu nerveux en l’absence du -virus 
rabique, par G. Barsxr et J. Maunin.. . 2... - ile BS os 
A propos de la terminologie employée dans |’étude des antibiotiques (Sensi- 
bilité. Résistance. Dépendance), par Paut Haupurnoy et Witty Rosset. . . 444 
Action antagoniste chez les Cylophagacex, par Y. T. Tcnan et J Gruntint . . 415° 
Etudes de l'action antibiotique in vitro de la chloromycétine sur quelques 
Salmonella, par Ewaun EpuinceR. ...... nah Series ti 
A propos de Salmonella et de Shigella coli, par J. Brrsou sikathe 
Culture d'une souche de Bacillus megatherium en milieu synthétique glucosé. q 
Sporulation par pénurie de zine en présence de calcium, par Norpert 


par L. Saryt-Prix 
Une gono-séroréaction de flo: ulation, par L. Satnr Paix... .......% . 428 
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